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 Priprava vektorjev z zapisi za proteinske nanostrukture z metodo 
sestavljanja Golden Gate 
 
Povzetek 
 
Načrtovanje in priprava novih bionanomaterialov predstavljata pomembno področje hitro 
razvijajoče se nanotehnologije. Molekularno samosestavljanje nam omogoča pripravo novih 
proteinskih nanomaterialov, ki so pametni, prilagodljivi, biokompatibilni in biološko 
razgradljivi. Nov tip načrtovanih proteinskih nanostruktur, ki se samosestavijo iz ene 
polipeptidne verige, predstavlja izjemen potencial za različne aplikacije. Polipeptidna veriga 
je sestavljena iz več med seboj povezanih peptidnih modulov. Takšna modularna zgradba je 
zelo primerna za uporabo metode sestavljanja Golden Gate, ki omogoča ligacijo več delov 
oziroma modulov DNA naenkrat. Metoda temelji na uporabi restrikcijskih endonukleaz tipa 
IIs in DNA-ligaze T4. Tovrstni restrikcijski encimi reţejo DNA izven svojih prepoznavnih 
mest, kar omogoča rezanje več različnih zaporedij DNA z uporabo enega encima. Na ta način 
se skrajša čas priprave konstruktov, saj poteka celoten proces v eni stopnji. Z načrtovanim 
vstavljanjem prepoznavnih mest za restrikcijske encime pa lahko določimo tudi vrstni red 
modulov.  
 
Pripravili smo zapis za protein s trikotno strukturo z molekulami fluorescenčnega proteina na 
ogliščih. Protein je sestavljen iz devetih modulov v definiranem vrstnem redu. Šest modulov 
tvori tri pare ovitih vijačnic, ki predstavljajo stranice trikotnika, trije moduli pa vsebujejo 
zapis za fluorescenčni protein. Vsako stranico predstavlja homodimerna ovita vijačnica, dolga 
15 heptad aminokislinskih ostankov. Uporabili smo nekoliko spremenjena zaporedja naravnih 
homodimerov tropomiozina, Rho-kinaze ter korteksilina. Struktura ovite vijačnice zagotavlja 
strukturno stabilnost proteina, hkrati pa omogoča in vivo samosestavljanje proteina do 
načrtovane geometrijske oblike. Z načrtovanjem nukleotidnega zaporedja je bilo predhodno 
pripravljenih devet modulov, vsak velikosti od 300 do 700 baznih parov, z vezavnima 
mestoma za restrikcijsko endonukleazo tipa IIs BsaI. Z uporabo metode Golden Gate nam je 
uspelo izrezati in v pravilnem zaporedju ligirati v končni vektor okoli 4000 baznih parov dolg 
zapis iz devetih, v določenem vrstnem redu povezanih modulov. 
 
Izvedli smo tudi optimizacijo metode Golden Gate. Metodo smo ţeleli izboljšati do te mere, 
da bi se lahko uporabljala za sestavljanje zapisov iz več kot 12 modulov. Optimirali smo 
reakcijske pogoje, pri čemer smo spreminjali količino encimov ligaze in BsaI ter ATP. 
Preverili smo več različnih pristopov in najuspešnejši je bil pristop s predhodnim 
sestavljanjem krajših segmentov v več ločenih reakcijah. V tem primeru v ločenih reakcijah 
najprej med seboj sestavimo krajše segmente, ki jih nato zdruţimo, ligiramo in vstavimo v 
vektor. Na ta način nam je uspelo pripraviti zapisa za proteina, ki sta sestavljena iz 12 
oziroma 18 modulov. 
 
Ključne besede: Golden Gate, modularnost, ovite vijačnice 
   
 Construction of vectors encoding protein nanostructures using the Golden 
Gate assembly method  
 
Abstract 
 
Designing of new bionanomaterials represents a very important field in nanotechnology, 
which is rapidly developing. Molecular self-assemby enables design of new artificial protein 
nanomaterials that are smart, adaptable, biocompatible and biodegradable. The new way of 
designing protein structures that self-assemble from a single polypeptide chain has high 
potential for many different applications. A single polypeptide chain is composed of many 
interconnected peptide modules. Golden Gate method is very useful for assembling modular 
structures of this kind, as it enables ligation of several modules in the same reaction. It uses 
type IIs restriction endonucleases and T4 DNA-ligase. Restriction enzymes of this type cut 
DNA outside of ther recognition site, which enables cutting different DNA sequences using 
only one restriction enzyme. The construction of DNA sequences is therefore faster, as the 
whole process takes place in a single reaction. With correct designing of restriction 
endonuclease recognition sites we can also determine the order in which the modules are 
assembled. 
We designed a sequence for a triangle-shaped protein with a fluorescent protein at the 
vertices. The designed protein is composed of nine modules that are interconnected in a 
defined order. Six modules are forming three pairs of coiled-coils that represent sides of the 
triangle. The remaining three modules contain sequences encoding fluorescent proteins. Each 
side represents a 15 heptad long coiled-coil homodimer. We used slightly modified sequences 
from natural homodimers tropomyosin, Rho-kinase and cortexillin. Coiled-coil structure 
ensures structural stability of the protein and enables in vivo self-assembly to the designed 
geometrical shape. We designed nucleotide sequence of nine modules, each between 300 and 
700 nucleotides in length, that contain restriction endonuclease BsaI recognition sites. With 
the use of Golden Gate method we successfully cut and ligated in final vector on around 4000 
nucleotides long sequence, that is composed of 9 modules arranged in a defined order. 
Additionally, we optimized the Golden Gate assembly method so that it could be used for 
assembly of more than 12 modules. We optimised the reaction prameters, which included the 
concentration of enzymes (DNA ligase and BsaI), and the concentration of ATP. We tested 
different approaches and the most successfull one involved preliminary assembly of shorter 
sequences in separate reactions. These partial constructs are in a second step joined together 
and ligated into the target vector. Using this approach we succeded to assemble the sequence 
encoding proteins composed of 12 and 18 modules, respectively. 
 
Keywords: Golden Gate, modularity, coiled-coils 
  
 
   
 Seznam uporabljenih kratic in simbolov 
 
% v/v   volumski odstotek 
A280   absorbanca pri valovni dolţini 280 nm 
AGE   agarozna gelska elektroforeza 
APS   amonijev persulfat 
ATP   adenozintrifosfat 
bp   bazni par 
CBB   Coomassie Brilliant Blue 
CPI   koktajl proteaznih inhibitorjev 
DNA   deoksiribonukleinska kislina 
EDTA etilendiamintetraocetna kislina 
g relativna centrifugalna sila 
His-tag  heksahistidinska oznaka 
IPTG   izopropil-β-D-1-tiogalaktopiranozid 
kDa   kilodalton 
LB    lizogeno gojišče  
LBK   gojišče LB z dodanim kanamicinom 
MWCO  izključitvena molekulska masa 
MQ   demineralizirana voda 
NaDS natrijev dodecilsulfat 
NaDS-PAGE poliakrilamidna gelska elektroforeza v prisotnosti natrijevega 
dodecilsulfata 
Ni-NTA agarozni gel s preko nitrilotriocetne kisline vezanimi nikljevimi ioni  
OD600   optična gostota pri valovni dolţini 600 nm 
PCR   veriţna reakcija s polimerazo 
POS   pozicija 
RNA   ribonukleinska kislina 
rpm   vrtljaji na minuto 
SEC    kromatografija z ločevanjem po velikosti  
SEC-MALS  kromatografija z ločevanjem po velikosti, sklopljena s sipanjem  
   svetlobe pri več kotih 
sfGFP   superzvit zeleni fluorescenčni protein 
TAE   tris, acetat, EDTA 
TEMED  tetrametiletilendiamin 
U    enota za encimsko aktivnost 
 Aminokisline 
 
A  Ala  alanin 
C  Cys  cistein 
D  Asp  asparaginska kislina 
E  Glu  glutaminska kislina 
F  Phe  fenilalanin 
G  Gly  glicin 
H  His  histidin 
I  Ile  izolevcin 
K  Lys  lizin 
L  Leu  levcin 
M  Met  metionin 
N  Asn  asparagin 
P  Pro  prolin 
Q  Gln  glutamin 
R  Arg  arginin 
S  Ser  serin 
T  Thr  treonin 
V  Val  valin 
W  Trp  triptofan 
Y  Tyr  tirozin 
 
 
 Kazalo 
 
1 Uvod ................................................................................................................................... 1 
1.1 Načrtovanje proteinskih struktur ................................................................................. 1 
1.2 Modularnost ................................................................................................................. 2 
1.3 Proteinske nanokletke na osnovi ovitih vijačnic ......................................................... 2 
1.3.1 Ovite vijačnice .............................................................................................. 3 
1.4 Modularno sestavljeni poliedri .................................................................................... 4 
1.5 Metoda sestavljanja Golden Gate ................................................................................ 6 
2 Namen dela in hipoteze .................................................................................................... 10 
3 Materiali in metode .......................................................................................................... 11 
3.1 Materiali ..................................................................................................................... 11 
3.1.1 Celice .......................................................................................................... 11 
3.1.2 Encimi ......................................................................................................... 11 
3.1.3 Kompleti reagentov za izolacijo DNA ........................................................ 12 
3.1.4 Ostali reagenti ............................................................................................. 12 
3.1.5 Standardi velikosti DNA ............................................................................. 13 
3.1.6 Standardi velikosti proteinov ...................................................................... 13 
3.1.7 Uporabljene aparature ................................................................................. 14 
3.1.8 Naročena nukleotidna zaporedja modulov .................................................. 15 
3.1.9 Aminokislinska zaporedja uporabljenih segmentov, ki tvorij ovite         
vijačnice………… ...................................................................................... 18 
3.2 Metode ....................................................................................................................... 19 
3.2.1 Sestavljanje Golden Gate ............................................................................ 19 
3.2.2 PCR na osnovi kolonije .............................................................................. 20 
3.2.3 Transformacija bakterijskih celic ................................................................ 21 
3.2.4 Gojenje celic in proizvodnja rekombinantnega proteina ............................ 22 
3.2.5 Liza celic ..................................................................................................... 22 
3.2.6 Nikljeva afinitetna kromatografija .............................................................. 23 
3.2.7 Kromatografija z ločevanjem po velikosti .................................................. 24 
3.2.8  Kromatografija z ločevanjem po velikosti, sklopljena s sipanjem             
svetlobe pri več kotih… .............................................................................. 25 
 3.2.9  Poliakrilamidna gelska elektroforeza v prisotnosti natrijevega 
dodecilsulfata .............................................................................................. 25 
3.2.10 Prenos western in imunodetekcija .............................................................. 27 
4 Rezultati ........................................................................................................................... 28 
4.1 Priprava zapisa za protein TRI-CClongGFP ............................................................. 28 
4.1.1 Preverjanje pravilnosti sestavljenega zaporedja ......................................... 31 
4.1.1.1 Kontrolno rezanje z restrikcijskimi endonukleazami XhoI, NdeI in 
EcoRI……. ................................................................................................. 31 
4.1.1.2 Določitev pravilnosti nukleotidnega zaporedja sestavljenega zapisa za 
protein TRI-CClongGFP ............................................................................. 35 
4.1.2 Proizvodnja, izolacija ter karakterizacija proteina TRI-CClongGFP ......... 36 
4.2 Optimizacija metode sestavljanja Golden Gate ......................................................... 42 
4.2.1 Sestavljanje segmentov v ločenih reakcijah ............................................... 42 
4.2.2 Optimizacija metode Golden Gate za 6, 12 oziroma 18 modulov .............. 46 
4.2.3 Kontrolno rezanje plazmidov s posameznimi moduli ................................ 47 
4.2.4 Primerjava protokolov NEB in LAB .......................................................... 48 
4.2.5  Postopek sestavljanja krajših segmentov v prvi reakciji in njihovo 
neposredno zdruţevanje v drugi reakciji .................................................... 53 
4.2.6  Sestavljanje modulov v dveh reakcijah z dodatkom rezanega plazmida  
pET-41a(+) brez zapisa za toksin CcdB ..................................................... 57 
5 Diskusija ........................................................................................................................... 60 
5.1 Priprava proteina TRI-CClongGFP ........................................................................... 61 
5.2 Optimizacija protokola Golden Gate ......................................................................... 63 
6 Zaključek .......................................................................................................................... 65 
7 Literatura .......................................................................................................................... 66 
 
 
1 
1 Uvod 
 
 
1.1 Načrtovanje proteinskih struktur 
 
Proteini predstavljajo najkompleksnejše biološke molekule, kar jih poznamo. Strukturno 
so to polimeri, sestavljeni iz velikega števila aminokislin, povezanih s peptidno vezjo. 
20 različnih aminokislin, ki so v zaporedjih nanizane v določenem vrstnem redu, določa 
strukturo, s tem pa tudi funkcijo vsakega proteina. Proteini imajo sposobnost 
samosestavljanja, tako znotraj posamezne polipeptidne verige kot tudi preko interakcije 
z drugimi proteini in tvorbe kvartarnih struktur [1, 2]. Primer urejenega 
samosestavljanja proteinov v večje komplekse npr. predstavlja virusna kapsida, pri 
kateri se proteini zdruţijo v velike simetrične arhitekture [3]. Zaradi vseh naštetih 
lastnosti, ki jih proteini imajo, predstavljajo za raziskovalce zanimiv biološki material, 
ki ga je moţno na različne načine modificirati in s tem razviti nove uporabne funkcije.  
Z vedno večjim znanjem in podporo računalniških sistemov je danes razvoj usmerjen v 
sintezo pametnih nanomaterialov, ki bi s svojimi lastnostmi predstavljali prednost pred 
klasičnimi materiali. Kljub temu, da so proteini s fizikalnega vidika relativno šibko 
obstojne molekule, pa zasledimo v naravi primere materialov, katerih ključni gradnik so 
proteini, ki dajejo materialom tudi trdnost, elastičnost ter druge pomembne strukturne 
lastnosti. Tak primer so proteini spidroini iz pajkove svile, ki omogočajo zelo veliko 
razteznost ter čvrstost vlaken pajkove mreţe [4]. V naravi obstaja veliko proteinskih 
biopolimerov kot tudi veliko različnih zvitij, ki jih je mogoče uporabiti pri razvoju 
novih proteinov oziroma materialov. Področje biomimetike, ki se ukvarja s 
posnemanjem elementov in procesov iz narave, igra pomembno vlogo pri razvoju novih 
nanomaterialov, saj so se skozi dolgo zgodovino ţivljenja na Zemlji ţe izoblikovali 
strukturni elementi, ki jih je moţno vključiti pri načrtovanju de novo proteinskih 
struktur [5].  
Pomembno vlogo pri razvoju novih proteinov igrajo zmogljiva računalniška orodja, ki 
omogočajo izračun interakcij v strukturi proteina ter izračun energetsko ugodnih 
konformacij posameznega zvitja [6]. Zaradi številnih interakcij, več moţnih 
konformacij, alosteričnih in kooperativnih efektov ter drugih dejavnikov, je teţko 
enolično napovedati strukturo de novo načrtovane polipeptidne verige [7]. Laţji pristop 
k načrtovanju nove strukture je sestavljanje več domen oziroma proteinskih segmentov 
z ţe znano strukturo v večjo celoto [8, 9]. Z mutiranjem posameznih aminokislinskih 
ostankov oz. določenih krajših delov zaporedja je moţno spremeniti funkcijo, ne da bi 
pri tem porušili strukturo posameznega zvitja. 
2 
1.2 Modularnost 
 
Eden izmed načinov načrtovanja novih proteinov je sestavljanje več modulov med sabo. 
Pri tem predstavlja vsak modul proteinsko zaporedje z znano strukturo ter funkcijo [10]. 
Na ta način lahko načrtujemo proteine, sestavljene iz večjega števila modulov, ki 
določijo končno strukturo proteina. Modularna sestava proteina je priročna z vidika 
spreminjanja vrstnega reda modulov v primeru načrtovanja drugačne topologije 
proteina, lahko pa tudi dodajamo ali odvzemamo posamezne module iz zaporedja. 
Na tem mestu je potrebno omeniti fundacijo BioBricks, ki se ukvarja s standardizacijo 
modularnega sestavljanja. Fundacija skrbi za standarde za pripravo osnovnih bioloških 
gradnikov oz. biokock (ang. BioBricks) [11]. Vsako posamezno biokocko sestavlja 
nukleotidno zaporedje z določeno funkcijo. Primeri biokock so promotorji, terminatorji, 
vezavna mesta za ribosom, restrikcijska mesta ter kodirajoča zaporedja za razne 
proteine, ki so prosto dostopni v zbirki standardiziranih bioloških delov [12]. Module 
oz. biokocke, pripravljene s tem standardom, je moţno sestavljati na poljuben način. Na 
ta način je olajšana priprava ţelenih sestavljenih zaporedij, saj so biokocke 
kompatibilne in ni potrebno uvajati novih restrikcijskih mest ali drugačnih modifikacij, 
če ţelimo kocke povezati do končnega zaporedja. Poleg osnovnega standarda BioBrick 
so razvili še več drugih standardov, vsakega z nekaterimi prednostmi [13]. 
 
 
1.3 Proteinske nanokletke na osnovi ovitih vijačnic 
 
Proteinske nanokletke so zvitja v obliki kletke z votlino v sredini strukture. V naravi so 
najpogostejši primer proteinskih kletk virusne kapside. Tu gre za kletke oziroma 
ovojnice, sestavljene iz večjega števila proteinov, organiziranih v urejeno geometrijsko 
obliko [3]. Pri proteinskih nanokletkah govorimo o še manjših strukturah z obliko 
kletke, velikih le nekaj nm. Zanimive so predvsem s terapevtskega vidika, saj bi lahko 
vanje zapakirali zdravilne učinkovine, jih vnesli v telo in sprostili iz kletk na tarčnem 
mestu v telesu [14, 15]. Na Odseku za sintezno biologijo in imunologijo na Kemijskem 
inštitutu so nedavno razvili platformo za načrtovanje proteinskih poliedrov na osnovi 
ovitih vijačnic. 
 
 
 
3 
1.3.1 Ovite vijačnice 
 
Ovita vijačnica je vijačnica, sestavljena iz dveh α-vijačnic, ovitih ena okoli druge. 
Struktura, ki nastane, se imenuje tudi levcinska zadrga [16]. Je pogost motiv v naravi in 
se pojavi v več oblikah. Glede na to, ali se poveţeta dve enaki ali pa dve različni           
α-vijačnici, jih delimo na homo- ali heterodimerne, glede na usmerjenost pa jih delimo 
na paralelne in antiparalelne. Zaradi svoje specifičnosti, stabilnosti ter dobrega znanja o 
njihovi strukturi in moţnih modifikacijah [17] predstavljajo pomemben člen pri 
načrtovanju novih proteinskih nanostruktur. 
Osnovno enoto ovite vijačnice tvori sedem aminokislinskih ostankov oz. heptada, 
celotna vijačnica pa je lahko sestavljena iz več heptad. Aminokislinski ostanki v heptadi 
so po vrstnem redu označeni s črkami a, b, c, d, e, f in g. Specifičnost parjenja ovitih 
vijačnic je določena s hidrofobnimi in elektrostatskimi interakcijami med vijačnicama. 
Hidrofobni aminokislinski ostanki na mestih a in d povzročijo tvorbo hidrofobnega 
jedra, nabiti ostanki na mestih g in e pa lahko destabilizirajo ali pa ojačajo povezavo 
med vijačnicama s tvorbo intermolekularnih ionskih interakcij (slika 1) [18].  
 
 
Slika 1: Shematski prikaz pozicij aminokislinskih ostankov heptad v ovitih vijačnicah. Zgornja 
shema prikazuje pozicije ostankov v paralelni, spodnja shema pa v antiparalelni oviti vijačnici. 
Ostanki na mestih a in d tvorijo hidrofobno jedro. Ostanki na pozicijah e in g tvorijo solne 
mostičke med obema α-vijačnicama. Ostanki b, c in f so usmerjeni navzven. Oznaki N in C 
prikazujeta usmerjenost vijačnice (proti N- ali C-koncu) [19]. 
 
Stabilnost ovitih vijačnic se da modulirati z zamenjavo aminokislinskih ostankov. 
Spreminjanje ostankov na pozicijah g in e lahko poveča stabilnost ovite vijačnice, 
4 
vendar pa so ti ostanki tudi ključni za specifičnost parjenja, s čimer se le-ta zmanjša [20, 
21]. Alternativni način moduliranja stabilnosti je menjava ostankov b, c in f. Ti ostanki 
segajo stran od interakcijske površine med povezujočima se vijačnicama in ne določajo 
specifičnosti, zaradi bliţine pa lahko lokalno stabilizirajo oz destabilizirajo vijačnico. Z 
modifikacijo ostankov na teh treh mestih je tako moţno vplivati na stabilnost celotne 
ovite vijačnice [22]. 
 
 
1.4 Modularno sestavljeni poliedri 
 
Raziskovalci na Odseku za sintezno biologijo in imunologijo Kemijskega inštituta v 
Ljubljani so razvili platformo za načrtovanje in pripravo proteinskih nanokletk. Te so 
bile zasnovane tako, da posnemajo obliko poliedrov. Pripravili in karakterizirali so več 
različnih oblik nanokletk: oblike tetraedra, bipiramide ter tristrane prizme. Pokazali so, 
da se v bakterijah proteini z zapisom za poliedrsko strukturo pravilno samosestavijo ţe 
med sintezo proteina. Pripravili so proteinski tetraeder, ki se je sposoben samosestaviti 
in vivo v miših in v njih ne povzroča vnetnih ali drugih neţelenih procesov [19]. 
Pristop modularnosti temelji na uporabi paralelnih in antiparalelnih ovitih vijačnic, ki 
tvorijo robove proteinskih poliedrov in s tem določajo geometrijsko urejeno strukturo. 
Proteinsko zvitje predstavlja ena sama polipeptidna veriga, sestavljena iz več modulov, 
ki se po translaciji sama sestavi v načrtovano strukturo. Samostojna polipeptidna veriga 
se je izkazala za uporabnejši pristop kot sestavljanje več polipeptidnih verig, saj so v 
primeru ene verige moduli dovolj blizu, kar olajša zvitje v pravilno strukturo [23]. 
Zvitje se pravilno uredi na podlagi dimerizacije partnerskih modulov [23, 24]. Moduli 
so ortogonalni in se enolično paroma povezujejo v ovite vijačnice, s čimer tudi 
zagotavljajo pravilno topološko ureditev proteina. Pomembno pri tem je, da so 
interakcije v oviti vijačnici dovolj močne, da zagotovijo njeno strukturno trdnost. To je 
predpogoj, da bo končna struktura zavzela načrtovano geometrijsko obliko. Končna 
topologija proteina je definirana z urejenim zaporedjem segmentov, ki bodo tvorili ovite 
vijačnice in s tem robove kletke [26].  
Proteinski tetraeder je bil načrtovan kot samostojna polipeptidna veriga. Osnovni pogoj 
pri zasnovi takega zaporedja je, da polipeptidna veriga poteka preko vsakega roba 
natančno dvakrat (slika 2), kar sledi iz matematične teorije grafov. V primeru tetraedra 
je moţnih več matematičnih rešitev topologije. Te vključujejo tako paralelne kot tudi 
antiparalelne ovite vijačnice [23, 25].  
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Slika 2: Primer topologije proteinskega zvitja tetraedra. Robove tetraedra tvorijo moduli, izbrani 
iz ortogonalnega seta ovitih vijačnic. Posamezna vijačnica je sestavljena iz dveh segmentov oz. 
dveh modulov. Na podlagi topološko določenega zaporedja modulov polipeptidna veriga prečka 
vsak rob natanko dvakrat [25]. 
 
Tetraeder je sestavljen iz dvanajstih modulov, vsak modul pa predstavljajo štiri heptade. 
Med moduli so linkerji, ki poskrbijo za prekinitev vijačne strukture posameznega 
modula. S tem omogočijo, da proteinska veriga naredi zavoj na vsakem izmed oglišč 
tetraedra. Linkerji so sestavljeni iz aminokislinskih ostankov, ki rušijo strukturo α-
vijačnice. Aminokislini, ki najbolj pripomoreta k temu, sta prolin in glicin [27].  
S podaljšanjem dolţine stranic bi bilo moţno pripraviti kletke z večjo votlino, v katero 
bi lahko spravili tudi terapevtske učinkovine. Za to moramo uporabiti daljše module, pri 
čemer lahko uporabimo zaporedja ali segmente zaporedij naravnih proteinov, ki tvorijo 
ovite vijačnice. Primerni naravni proteini, ki tvorijo ovite vijačnice, so npr. tropomiozin, 
Rho-kinaza in korteksilin. Velikost votline je moţno povečati tudi z izbiro drugačne 
geometrijske oblike kletke. Tak primer je bipiramida, ki si jo lahko predstavljamo kot 
dva tetraedra, povezana preko ene izmed ploskev. Volumen bipiramide ter posledično 
velikost votline je znatno večja od votline pri tetraedru. 
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1.5 Metoda sestavljanja Golden Gate 
 
Metode sestavljanja genetskih konstruktov v osnovi temeljijo na dveh procesih: na 
cepitvi nukleotidnih zaporedij z restrikcijskimi endonukleazami ter na ligaciji zaporedij 
z DNA-ligazo [28]. Hiter tehnološki razvoj omogoča vedno cenejšo komercialno 
sintezo DNA-zaporedij, s čimer se nekatere metode sestavljanja postopoma opuščajo, 
saj je laţje in ceneje naročiti daljša zaporedja. Hkrati pa so se v zadnjem času razvile 
številne metode, ki omogočajo olajšano sestavljanje velikega števila fragmentov. Za 
modularno sestavljene proteine, pri katerih je potrebno med sabo sestaviti večje število 
modulov, je uporabna metoda Golden Gate.  
Metoda Golden Gate temelji na delovanju restrikcijskih endonukleaz tipa IIs, ki reţejo 
DNA zunaj svojega prepoznavnega mesta. Za razliko od klasičnega sestavljanja, pri 
katerem uporabljamo več restrikcijskih endonukleaz z različnimi prepoznavnimi mesti, 
so tu vsa restrikcijska mesta enaka (imajo enako prepoznavno zaporedje) in načrtovana 
za restrikcijo s samo enim restrikcijskim encimom [29].  
Restrikcijske endonukleaze oz. restriktaze so encimi, ki cepijo dvoveriţno DNA. Glede 
na njihovo strukturo, potrebo po kofaktorjih, dolţino prepoznavnega zaporedja ter 
relativno oddaljenost mesta cepitve od prepoznavnega mesta restriktaze razdelimo v pet 
razredov: I, II, III, IV in V. Restrikcijske endonukleaze tipa IIs so podskupina tipa II, ki 
prepoznajo palindromna zaporedja ter reţejo DNA na točno določeni razdalji za svojim 
prepoznavnim zaporedjem (slika 3) [30]. Primer take restrikcijske endonukleaze je 
FokI. FokI prepozna zaporedje GGATG ter reţe DNA 9 nukleotidov (5'-konec) in 13 
nukleotidov (3'-konec) navzdol od prepoznavnega zaporedja [31].  
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Slika 3: Primerjava restrikcijskih endonukleaz tipa II (zgoraj) in IIs (spodaj). Tip IIs reţe 
zaporedje zunaj svojega prepoznavnega mesta. 
 
Prednost uporabe restriktaz tipa IIs je v tem, da so mesta cepitve DNA točno določeno 
število nukleotidov stran od prepoznavnih mest za restriktaze. Prednost tega je, da lahko 
določimo katera mesta v nukleotidnem zaporedju bo restriktaza cepila, s tem ko v 
zaporedje na pravilno razdaljo vstavimo prepoznavno mesto zanjo. Klonirne vektorje in 
inserte lahko načrtujemo na tak način, da se prepoznavno zaporedje po cepitvi z 
restriktazo odstrani (slika 4). Na ta način lahko spajamo zaporedja DNA direktno, brez 
vmesnih vrzeli, ki običajno ostanejo zaradi restrikcijskih mest.  
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Slika 4: Prikaz metode Golden Gate na primeru vstavljanja dveh modulov v tarčni vektor. 
Prepoznavno zaporedje za BsaI je pri prvih dveh vektorjih izven zaporedja, ki ga ţelimo 
vstaviti, pri tretjem vektorju pa znotraj zaporedja, ki ga ţelimo odstraniti. Na ta način se po 
ligaciji znebimo prepoznavnih zaporedij za BsaI. Previsni konci, ki jih BsaI ustvari, so natančno 
določeni in omogočajo ligacijo modulov samo v določenem zaporedju. Glede na to, na kateri 
izmed verig je prepoznavno mesto BsaI (GGTCTC), je odvisno ali bo BsaI cepil desno ali levo 
od tega mesta (prirejeno po [32]).  
 
V primeru sestavljanja Golden Gate dodamo v reakcijsko mešanico tarčni plazmid, 
plazmide z ustreznimi inserti, ter tako restrikcijski encim kot tudi DNA-ligazo. Tipična 
reakcija poteka na cikličnem termostatu pri izmenjujočih se temperaturah: pri 37 oC, tu 
je aktivnejša restriktaza, ter pri 16 oC, pri kateri je aktivnejša DNA-ligaza. Pravilni 
način sestavljanja je, da se iz tarčnega vektorja odstrani vmesni del med restrikcijskima 
mestoma ter se na to mesto ligirajo inserti, ki jih ţelimo sestaviti. V reakciji poleg 
pravilnih ligacij prihaja tudi do ligacije vmesnega dela nazaj v tarčni vektor, ter do 
ligacije insertov nazaj v vektorje, iz katerih so bili izrezani. Ker je prepoznavno mesto 
za restriktazo še vedno prisotno, pride v takem primeru do ponovne cepitve. Na mestu, 
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kjer sta se ustrezni zaporedji ligirali, pa ne more priti do ponovne cepitve, saj je 
prepoznavno mesto za restriktazo odstranjeno (slika 4). Glede na to, da se sestavljenih 
segmentov ne da več razstaviti, lahko potekata restrikcija in ligacija v reakcijski 
mešanici sočasno. S ponovnim izrezom insertov, ki so se ligirali v vektor, iz katerega so 
se na začetku izrezali, pa dodatno zmanjšamo število nepravilno sestavljenih 
konstruktov. 
Uspešnost metode je odvisna tudi od dolţine previsnih koncev, ki jih restriktaza naredi. 
Pri tej metodi sestavljanja najpogosteje uporabljamo restriktaze Esp3I, BsaI, BsmBI 
ipd., ki naredijo 4 nukleotide dolge previsne konce [33]. V primeru krajših previsnih 
koncev bi bila uspešnost metode manjša. 
Omejitve, ki jih metoda ima, so v tem, da je za vsako spremembo v vrstnem redu 
modulov potrebno skonstruirati nove module ali pa jim zamenjati zaporedja previsnih 
koncev. Vsak modul vsebuje informacijo o tem, med katera druga dva modula se bo 
ligiral. To informacijo zajema zaporedje štirih nukleotidov kasnejšega previsnega 
konca, ki se bo povezalo z previsnim koncem sosednjega modula. V primeru 
drugačnega vrstnega reda je potrebno spremeniti zaporedje previsnih koncev, ki bodo 
vodili v spremenjeno pozicijo modulov. Druga stvar, ki jo je potrebno upoštevati, pa so 
prepoznavna zaporedja za restriktaze tipa IIs. V primeru, da je tako mesto znotraj 
zaporedja, ki ga ţelimo izrezati, je potrebno to mesto spremeniti, da ga restriktaza ne 
prepozna. Eden izmed načinov je, da s PCR ustvarimo točkovno mutacijo enega izmed 
nukleotidov v zaporedju. Lahko pa se izognemo temu problemu ţe s samim predhodnim 
načrtovanjem zaporedja, ki ne bo vsebovalo internih prepoznavnih mest za restriktaze 
tipa IIs. 
S stalnim razvojem metod sestavljanja je metoda Golden Gate postala osnova za 
nekatere še izboljšane metode. Te vključujejo lastnosti več različnih metod ter s tem 
omogočajo sestavljanje še večjega števila modulov, prav tako pa olajšajo spremembo 
pozicije posameznih modulov v vrstnem redu. Nekatere izmed metod, ki temeljijo na 
metodi Golden Gate, so metode MoClo [34, 35], Mobius [36] in GoldenBraid [37]. 
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2 Namen dela in hipoteze 
 
Namen magistrskega dela je bil pripraviti zapis za modularno zgrajen protein TRI-
CClongGFP z uporabo metode sestavljanja Golden Gate. Protein TRI-CClongGFP ima 
strukturo trikotnika, pri katerem je v vsa tri oglišča postavljen zeleni fluorescenčni 
protein. Do sedaj so v raziskovalni skupini ţe pripravili proteinske trikotnike s stranico 
dolgo štiri heptade, naš namen pa je pripraviti protein s stranico dolgo petnajst heptad 
aminokislinskih ostankov. Z uvedbo daljših stranic in zelenih fluorescenčnih proteinov 
v oglišča bi bilo takšen protein laţje detektirati s krioelektronsko mikroskopijo. 
Sestavljanje smo nameravali izvesti z metodo Golden Gate, ki je zelo uporabna pri 
sestavljanju zapisov za modularno zgrajene proteine. Metoda Golden Gate omogoča 
sestavljanje več modulov v eni sami reakciji in z uporabo ene same restrikcijske 
endonukleaze. Metodo smo nameravali optimizirati, da se bi lahko uporabljala pri 
sestavljanju do 18 modulov. S tem se bi skrajšal čas in poenostavila priprava proteinov, 
zgrajenih iz večjega števila modulov. 
Hipoteza magistrskega dela je bila, da je moţno pripraviti zapis za protein                 
TRI-CClongGFP z uporabo metode Golden Gate v eni sami reakciji. Hipoteza temelji 
na predpostavki, da je moţno načrtovati zaporedja modulov tako, da se vsi moduli 
izreţejo ob delovanju le enega restrikcijskega encima ter ligirajo v naprej definiranem 
vrstnem redu. 
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3 Materiali in metode 
 
3.1 Materiali 
 
To poglavje predstavlja sezname uporabljenega materiala: celice (tabela 1), encime 
(tabela 2), komplete reagentov za izolacijo DNA (tabela 3), ostale kemikalije (tabela 4), 
standarde velikosti DNA (tabela 5), proteinske standarde velikosti (tabela 6) ter 
uporabljene naprave (tabela 7). 
 
3.1.1 Celice 
 
Tabela 1: Seznam uporabljenih celic ter njihove genotipske lastnosti. 
Celice Genotip 
DH5α F- 80dlacZ M15 (lacZYA-argF) U169 recA1 endA1hsdR17(rk-, 
mk+) phoAsupE44 -thi-1 gyrA96 relA1 
TOP10 F- mcrA Δ( mrr-hsdRMS-mcrBC) Φ80lacZΔM15 Δ lacX74 recA1 
araD139 Δ( araleu)7697 galU galK rpsL (StrR) endA1 nupG 
NiCo21 
(DE3) 
can::CBD fhuA2 [lon] ompT gal (λ DE3) [dcm] arnA::CBD 
slyD::CBD glmS6Ala ∆hsdS λ DE3 = λ sBamHIo ∆EcoRI-B 
int::(lacI::PlacUV5::T7 gene1) i21 ∆nin5 
 
3.1.2 Encimi 
 
Tabela 2: Seznam uporabljenih encimov. 
Encim Proizvajalec 
Benzonaza Novagen 
BsaI_HF New England Biolabs 
DNA-ligaza T4 New England Biolabs 
EcoRI Thermo Fischer 
Lizocim Sigma-Aldrich 
NdeI New England Biolabs 
nukleaza Plasmidsafe  Epicenter 
XhoI New England Biolabs 
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3.1.3 Kompleti reagentov za izolacijo DNA 
 
Tabela 3: Seznam uporabljenih kompletov reagentov za izolacijo DNA. 
Komplet reagentov Proizvajalec 
GeneJET Plasmid Miniprep Kit Sigma-Aldrich 
peqGOLD gel extraction kit VWR 
 
3.1.4 Ostali reagenti 
 
Tabela 4: Seznam ostalih uporabljenih reagentov. 
Kemikalija Proizvajalec 
aditiv iBind Flex (100×)  Invitrogen 
ampicilin Sigma-Aldrich 
ATP Sigma-Aldrich 
CPI Sigma-Aldrich 
DreamTaq Green PCR Master Mix (2×) Thermo Scientific 
DreamTaq PCR Master Mix (2×) Thermo Scientific 
EDTA Sigma-Aldrich 
etidijev bromid Sigma-Aldrich 
glicerol Kemika 
gojišče LB Sigma-Aldrich 
HCl Merck 
imidazol Sigma-Aldrich 
Instant Blue Expedeon 
IPTG Gold Biotechnology 
kanamicin Gold Biotechnology 
MgCl2 Merck 
NaCl Merck 
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NaDS Fluka 
NaOAc Merck 
NaOH Merck 
Ni-NTA Fluka 
pufer CutSmart (10×) New England Biolabs 
pufer iBind Flex (5×)  Invitrogen 
pufer Rapid (5×) Thermo Fischer 
pufer za DNA-ligazo T4 (10×) New England Biolabs 
TAE Invitrogen 
Tris Sigma-Aldrich 
 
3.1.5 Standardi velikosti DNA 
 
Tabela 5: Seznam uporabljenih standardov velikosti DNA. 
Standard velikosti Proizvajalec 
GeneRuler 1 kb DNA Ladder Thermo Scientific 
GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder Thermo Scientific 
GeneRuler 50 bp DNA Ladder Thermo Scientific 
GeneRuler Ultra Low Range DNA Ladder Thermo Scientific 
 
3.1.6 Standardi velikosti proteinov 
 
Tabela 6: Seznam uporabljenih standardov velikosti proteinov. 
Standard velikosti Proizvajalec 
PageRule Plus Prestained 10-250 kDa Thermo Scientific 
Spectra Multicolor Low Range Protein Ladder  Thermo Scientific 
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3.1.7 Uporabljene aparature 
 
Tabela 7: Seznam uporabljenih aparatur. 
Naprava Model in proizvajalec 
centrifuga Universal 320R (Hettich) 
centrifuga Centrifuge 5430 R in MiniSpin (Eppendorf) 
ciklični termostat Veriti 96-Well Thermal Cycler (Thermo Fischer) 
filtrirni sistem MiliporeSigma (Fiscer Scientific) 
kapilarna elektroforeza QIAxcel Advanced (QIAGEN) 
koncentratorji Amicon Ultra Centrifugal Filters (Merck) 
kromatografska kolona HiLoad 26/600 Superdex 200 pg (GE Healthcare) 
kromatografski sistem ÄKTA Pure (GE Healthcare) 
napajalnik za elektroforezo PowerPac 3000 (Bio-Rad) 
napajalnik za elektroforezo PS500X (Hoefer) 
pH-meter  inoLab (WTW) 
pipete Research Plus (Eppendorf) 
sistem za slikanje membran G:BOX (Syngene) 
spektrofotometer Cary 8454 UV-VIS (Agilent Technologies) 
spektrofotometer ND-1000 Spectrophotometer (Thermo Fischer) 
stresalnik Innova 42 (New Brunswick) 
stresalnik Vibromix 3114 EVT (Tehtnica) 
tehtnica 1712 Mp8 (Sartorius) 
tehtnica RS-232c in EW600-2M (KERN) 
termoblok ThermoMixer C in Comfort (Eppendorf) 
transiluminator D-Transluminator (DNR Bio-Imaging Systems) 
transiluminator TI3 Transiluminator (Biometra) 
ultrazvočni razbijalnik Vibra-Cell (Sonics) 
vibracijski mešalnik Lab Dancer (IKA) 
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3.1.8 Naročena nukleotidna zaporedja modulov 
 
POS1 (sfGFP): 
CGCGGGTCTCCCACGCATATGAGCAAAGGTGAAGAACTTTTTACCGGTGTT
GTTCCGATTCTGGTTGAACTGGATGGTGATGTTAATGGTCATAAATTTAGCG
TTCGTGGTGAAGGTGAGGGTGATGCAACCAATGGTAAACTGACCCTGAAAT
TTATTTGTACCACCGGCAAACTGCCGGTTCCGTGGCCGACCCTGGTTACCAC
CCTGGGTTATGGTGTTCAGTGTTTTAGCCGTTATCCGGACCACATGAAACGT
CATGATTTTTTTAAAAGCGCAATGCCGGAAGGTTATGTGCAGGAACGTACC
ATTAGTTTTAAAGATGATGGTACCTATAAAACCCGTGCCGAAGTTAAATTTG
AAGGCGATACACTGGTTAATCGCATTGAACTGAAAGGTATTGACTTTAAAG
AAGATGGCAACATCCTGGGTCACAAACTTGAATATAACTTCAACAGCCACA
ATGTGTACATCACCGCCGACAAACAAAAAAATGGCATTAAAGCCAACTTTA
AAATTCGTCATAATGTGGAAGATGGTTCAGTGCAGCTGGCAGATCATTATC
AGCAGAATACCCCGATTGGTGATGGTCCGGTGCTGCTGCCGGATAATCACT
ATCTGAGCACCCAGAGCGTTCTGAGTAAAGATCCGAATGAAAAACGTGATC
ACATGGTTCTGCTGGAATTTGTTACCGCAGCAGGTATTACCCATGGTATGGA
TGAACTGTATAAAGGCTCACGAGACCGCGC 
 
POS2 (korteksilin): 
CGCGGGTCTCCCTCAGGTCCGGGTGAAATGGCTAACCGATTAGCTGGTTTGG
AAAATTCATTAGAGTCTGAAAAGGTTTCCAGGGAACAGCTCATCAAGCAAA
AGGACCAACTGAACTCCTTGTTGGCATCACTTGAATCAGAGGGTGCTGAAA
GGGAAAAGCGACTGAGAGAATTAGAATGGAAACTTGACGAAACTTTGAAG
AACCTCGAATTGGAGAAGCTGGCTCGAATGGAATTGGAAGCTAGGTTGGCC
AAGACTGAGAAGGATAGAGCTATCTTGGAACTGAAATTAGCAGAAGCTATT
GATGAGAAATCAAAGTTGGAAGGTTCAGCGAGACCCGCG 
 
POS3 (Rho-kinaza): 
CGCGGGTCTCCTCAGGTCCGGGCAGATTGAGAAAGTCTCACACAGAAATGT
CCAAAAGCATCTCTCAACTGGAATCCTTGAATAGAGAACTTCAAGAAAGAA
ATCGTATACTGGAAAACTCTAAAAGTCAGACAGATAAGGACTACTACCAAT
TGCAGGCTATTTTGGAAGCTGAGAGAAGAGATCGTGGACATGATTCTGAGA
TGATTGGAGATCTTCAATGGAGAATCACGTCTCTCCAAGAGGAAGTTAAGC
ACCTCAAGCACAACCTGGAAAAGGTAGAGGGTGAACGTAAGGAAGCCCAA
GACATGCTGAACCATTCTGAGAAGGAGAAAGGGTCGAGACCCGCG 
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POS4 (sfGFP): 
CGCGGGTCTCCGGGTCTGGCCCGGGCAGCAAAGGTGAAGAACTTTTTACCG
GTGTTGTTCCGATTCTGGTTGAACTGGATGGTGATGTTAATGGTCATAAATT
TAGCGTTCGTGGTGAAGGTGAGGGTGATGCAACCAATGGTAAACTGACCCT
GAAATTTATTTGTACCACCGGCAAACTGCCGGTTCCGTGGCCGACCCTGGTT
ACCACCCTGGGTTATGGTGTTCAGTGTTTTAGCCGTTATCCGGACCACATGA
AACGTCATGATTTTTTTAAAAGCGCAATGCCGGAAGGTTATGTGCAGGAAC
GTACCATTAGTTTTAAAGATGATGGTACCTATAAAACCCGTGCCGAAGTTAA
ATTTGAAGGCGATACACTGGTTAATCGCATTGAACTGAAAGGTATTGACTTT
AAAGAAGATGGCAACATCCTGGGTCACAAACTTGAATATAACTTCAACAGC
CACAATGTGTACATCACCGCCGACAAACAAAAAAATGGCATTAAAGCCAAC
TTTAAAATTCGTCATAATGTGGAAGATGGTTCAGTGCAGCTGGCAGATCATT
ATCAGCAGAATACCCCGATTGGTGATGGTCCGGTGCTGCTGCCGGATAATC
ACTATCTGAGCACCCAGAGCGTTCTGAGTAAAGATCCGAATGAAAAACGTG
ATCACATGGTTCTGCTGGAATTTGTTACCGCAGCAGGTATTACCCATGGTAT
GGATGAACTGTATAAAGGTAGCGGTCCTGCGAGACCCGCG 
 
POS5 (tropomiozin): 
GCGCGGTCTCCCCTGGCCGTTCTAAGCAGCTGGAAGACGAACTAGTGTCCTT
GCAGAAGAAGTTAAAGGCTACGGAAGACGAGTTGGACAAGTATTCTGAGG
CTCTTAAGGATGCACAAGAAAAGCTCGAATTGGCTGAGAAGAAGGCCACGG
ACGCTGAATGGGATGTGGCTAGCCTAAATAGGCGAATTCAATTGTTCGAGG
AAGAGTTGGACAGAGCCCAAGAAAGGCTGGCCACTGCCCTTCAAAAGTTAG
AAGAAGCAGAGAAGGCTGCCGATGAGTCAGAGAGGGGCATGAAAGTGATT
GAGTCAAGAGCCCAGAAGGACGAGGAGGGTTCGCGAGACCGCGC 
 
POS6 (korteksilin): 
GCGCGGTCTCCTTCGGGTCCGGGTGAAATGGCTAACCGATTAGCTGGTTTGG
AAAATTCATTAGAGTCTGAAAAGGTTTCCAGGGAACAGCTCATCAAGCAAA
AGGACCAACTGAACTCCTTGTTGGCATCACTTGAATCAGAGGGTGCTGAAA
GGGAAAAGCGACTGAGAGAATTAGAATGGAAACTTGACGAAACTTTGAAG
AACCTCGAATTGGAGAAGCTGGCTCGAATGGAATTGGAAGCTAGGTTGGCC
AAGACTGAGAAGGATAGAGCTATCTTGGAACTGAAATTAGCAGAAGCTATT
GATGAGAAATCAAAGTTGGAAGGTAGTGCGAGACCGCGC 
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POS7 (sfGFP): 
CGCGGGTCTCCAGTGGTCCGGGTAGCAAAGGTGAAGAACTTTTTACCGGTG
TTGTTCCGATTCTGGTTGAACTGGATGGTGATGTTAATGGTCATAAATTTAG
CGTTCGTGGTGAAGGTGAGGGTGATGCAACCAATGGTAAACTGACCCTGAA
ATTTATTTGTACCACCGGCAAACTGCCGGTTCCGTGGCCGACCCTGGTTACC
ACCCTGGGTTATGGTGTTCAGTGTTTTAGCCGTTATCCGGACCACATGAAAC
GTCATGATTTTTTTAAAAGCGCAATGCCGGAAGGTTATGTGCAGGAACGTA
CCATTAGTTTTAAAGATGATGGTACCTATAAAACCCGTGCCGAAGTTAAATT
TGAAGGCGATACACTGGTTAATCGCATTGAACTGAAAGGTATTGACTTTAA
AGAAGATGGCAACATCCTGGGTCACAAACTTGAATATAACTTCAACAGCCA
CAATGTGTACATCACCGCCGACAAACAAAAAAATGGCATTAAAGCCAACTT
TAAAATTCGTCATAATGTGGAAGATGGTTCAGTGCAGCTGGCAGATCATTAT
CAGCAGAATACCCCGATTGGTGATGGTCCGGTGCTGCTGCCGGATAATCAC
TATCTGAGCACCCAGAGCGTTCTGAGTAAAGATCCGAATGAAAAACGTGAT
CACATGGTTCTGCTGGAATTTGTTACCGCAGCAGGTATTACCCATGGTATGG
ATGAACTGTATAAAGGTAGCGAGACCCGCG 
 
POS8 (Rho-kinaza): 
CGCGGGTCTCCGTAGCGGTCCGGGCAGATTGAGAAAGTCTCACACAGAAAT
GTCCAAAAGCATCTCTCAACTGGAATCCTTGAATAGAGAACTTCAAGAAAG
AAATCGTATACTGGAAAACTCTAAAAGTCAGACAGATAAGGACTACTACCA
ATTGCAGGCTATTTTGGAAGCTGAGAGAAGAGATCGTGGACATGATTCTGA
GATGATTGGAGATCTTCAATGGAGAATCACGTCTCTCCAAGAGGAAGTTAA
GCACCTCAAGCACAACCTGGAAAAGGTAGAGGGTGAACGTAAGGAAGCCC
AAGACATGCTGAACCATTCTGAGAAGGAGAAAGGCAGTCGAGACCCGCG 
 
POS9 (tropomiozin): 
GCGCGGTCTCCCAGTGGCCCGGGTCGTTCTAAGCAGCTGGAAGACGAACTA
GTGTCCTTGCAGAAGAAGTTAAAGGCTACGGAAGACGAGTTGGACAAGTAT
TCTGAGGCTCTTAAGGATGCACAAGAAAAGCTCGAATTGGCTGAGAAGAAG
GCCACGGACGCTGAATGGGATGTGGCTAGCCTAAATAGGCGAATTCAATTG
TTCGAGGAAGAGTTGGACAGAGCCCAAGAAAGGCTGGCCACTGCCCTTCAA
AAGTTAGAAGAAGCAGAGAAGGCTGCCGATGAGTCAGAGAGGGGCATGAA
AGTGATTGAGTCAAGAGCCCAGAAGGACGAGGAGCTCGAGGGAGACCCGC
G 
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3.1.9 Aminokislinska zaporedja uporabljenih segmentov, ki tvorijo ovite 
vijačnice 
 
Tropomiozin: 
RSKQLEDELVSLQKKLKATEDELDKYSEALKDAQEKLELAEKKATDAEWDVA
SLNRRIQLFEEELDRAQERLATALQKLEEAEKAADESERGMKVIESRAQKDEE 
 
Rho-kinaza: 
RLRKSHTEMSKSISQLESLNRELQERNRILENSKSQTDKDYYQLQAILEAERRDR
GHDSEMIGDLQWRITSLQEEVKHLKHNLEKVEGERKEAQDMLNHSEKEK 
 
Korteksilin: 
EMANRLAGLENSLESEKVSREQLIKQKDQLNSLLASLESEGAEREKRLRELEWK
LDETLKNLELEKLARMELEARLAKTEKDRAILELKLAEAIDEKSKLE 
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3.2 Metode 
 
3.2.1 Sestavljanje Golden Gate 
 
Osnovna reakcijska mešanica za sestavljanje segmentov je predstavljena v tabeli 8. V 
primeru optimizacije metode Golden Gate smo protokol spreminjali, zato je vsak 
spremenjen protokol prikazan skupaj z rezultati optimizacije v poglavju Rezultati. 
Osnovni protokol, po katerem smo tudi pripravili zaporedje za načrtovani protein     
TRI-CClongGFP, je prikazan spodaj. 
 
Tabela 8: Shema priprave reakcijske mešanice za sestavljanje z metodo Golden Gate. V levem 
stolpcu so reagenti, ki smo jih uporabili, v desnem pa njihove končne količine v reakcijski 
mešanici. Končni volumen reakcijske mešanice je bil 10 µL. 
Reagent Končna količina 
pET-41a(+)/ccdB 75 ng 
pufer za DNA-ligazo T4 (10×) 10 % v/v  
BsaI_HF 5 U 
DNA-ligaza T4 100 U 
mešanica vektorjev z moduli 100 ng posameznega vektorja 
MQ do končnega volumna 10 µL 
 
Zaradi večje natančnosti smo najprej pripravili mešanico vektorjev z moduli, s končno 
koncentracijo posameznega modula 14 ng/µL (tabela 9). Od te mešanice smo v 
reakcijsko mešanico odpipetirali 7,25 µL, tako da je bila v njej količina posameznega 
vektorja z modulom 100 ng. 
 
Tabela 9: Shema priprave mešanice vektorjev z moduli. V levem stolpcu so reagenti, ki smo jih 
uporabili, v desnem pa njihove končne količine v reakcijski mešanici. Končni volumen 
mešanice je bil 50 µL. 
Reagent Končna količina 
vektor s posameznim modulom 14 ng/µL 
MQ do končnega volumna 50 µL 
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Tabela 10: Program inkubacije reakcijske mešanice Golden Gate na cikličnem termostatu. 
Korak Temperatura Trajanje Število ciklov 
1 37 °C 5 min 1× 
2 
37 °C 
16 °C 
5 min 
10 min 
20× 
 
 
3 
 
16 °C 
37 °C 
75 °C 
4 °C 
20 min 
30 min 
6 min 
∞ 
 
 
1× 
 
Reakcijsko mešanico smo na cikličnem termostatu inkubirali po programu, ki je opisan 
v tabeli 10. Po koncu inkubacije smo reakcijski mešanici dodali 0,25 µL nukleaze 
Plasmidsafe in 0,5 µL 25 mM ATP ter inkubirali 15 min pri 37 °C. Ta korak je bil 
namenjen razgradnji preostale linearne DNA v reakcijski mešanici.  
 
 
3.2.2 PCR na osnovi kolonije 
 
Metoda PCR na osnovi kolonije omogoča določanje dolţin zaporedij DNA med dvema 
vezavnima mestoma za oligonukleotide v celicah posameznih bakterijskih kolonij. 
Plazmidov iz posameznih kolonij ni potrebno predhodno izolirati, pač pa s konico za 
pipeto v pripravljeno reakcijsko mešanico prenesemo po eno kolonijo. Metoda poteka 
po principu PCR, zato potrebujemo izhodiščno zmes s polimerazo ter ustrezne začetne 
oligonukleotide (tabela 11). Končni produkt reakcije so pomnoţeni segmenti, katerih 
velikost lahko analiziramo s kapilarno elektroforezo oz. z AGE [38].  
 
  
21 
Tabela 11: Shema priprave reakcijske mešanice za PCR na osnovi kolonije. V levem stolpcu so 
reagenti, ki smo jih uporabili, v desnem pa njihova končna količina v reakcijski mešanici. 
Reagent Končna količina 
DreamTaq PCR Master Mix (2×) 50 % v/v 
začetni oligonukleotid P1 40 pmol 
začetni oligonukleotid P2 40 pmol 
MQ do 20 µL 
 
Tabela 12: Program inkubacije reakcijske mešanice za PCR na osnovi kolonije na cikličnem 
termostatu. 
Korak Temperatura Trajanje Število ciklov 
1 95 °C 3 min 1× 
2 
95 °C 
58 °C 
72 °C 
0:30 min 
0:30 min 
4:30 min 
 
20× 
3 
72 °C 
4 °C 
10 min 
∞ 
1× 
 
Vzorce smo inkubirali na cikličnem termostatu po programu, opisanem v tabeli 12. Po 
končani reakciji smo vzorce prenesli na napravo QIAxcel Advanced in analizirali s 
kapilarno elektroforezo. Pri analizi rezultatov smo uporabili programsko opremo 
QIAxcel ScreenGel. 
 
3.2.3 Transformacija bakterijskih celic 
 
Uporabili smo več sevov celic E. coli. Seva DH5α in TOP10 smo uporabili pri 
optimizaciji metode Golden Gate ter za pomnoţevanje plazmidov. Za produkcijo 
rekombinantnega proteina smo uporabili sev NiCo21(DE3). Vse transformacije smo 
izvedli po enakem postopku. Celice smo na ledu inkubirali 30 minut, da so se odtalile. 
K 200 µL celic smo dodali 1 µL plazmida, premešali z nastavkom za pipeto in pustili na 
ledu še 30 minut. Sledil je toplotni šok, 4 minute pri 42 oC, ter inkubacija na ledu 2 
minuti. Celicam smo dodali 1 mL gojišča LB in stresali 1 uro pri 37 oC in 500 rpm. 
Celice smo centrifugirali 3 minute pri 1670 × g ter odstranili 900 µL supernatanta. 
Usedlino smo resuspendirali ter 100 µL suspenzije razmazali na plošče s trdnim 
gojiščem LB in ustreznim antibiotikom. Plošče smo inkubirali preko noči pri 37 oC. 
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3.2.4 Gojenje celic in proizvodnja rekombinantnega proteina 
 
Prvi dan smo pripravili 100 mL prekonočne kulture transformiranih celic. V 100 mL 
tekočega gojišča LB s kanamicinom s koncentracijo 50 µg/ml smo vcepili celice ene 
kolonije s plošče, ter kulturo stresali preko noči pri 37 oC in 160 rpm. Naslednje jutro 
smo s spektrofotometrom izmerili optično gostoto prekonočne kulture pri valovni 
dolţini 600 nm (OD600). Fermentacijo smo izvajali v 2×500 mL gojišča LB, v katerega 
smo sterilno prenesli ustrezen volumen prekonočne kulture, tako da je bil OD600 enak 
0,1. Celice smo stresali pri 37 
o
C in 160 rpm, dokler ni vrednost OD600 dosegla 0,6. 
Sintezo rekombinantnega proteina smo inducirali z dodatkom IPTG do končne 
koncentracije 500 µM. Po dodatku IPTG smo kulturo stresali nadaljnjih 5 ur pri 30 oC 
in 160 rpm. Kulturo smo centrifugirali 7 min pri 3000 × g, gojišče odlili ter celično 
usedlino shranili pri -20 
o
C. 
 
 
3.2.5 Liza celic 
 
Celično usedlino smo odtalili na ledu ter dodali lizni pufer, katerega sestava je v tabeli 
13. 
 
Tabela 13: Sestava liznega pufra. V levem stolpcu so reagenti, ki smo jih uporabili, v desnem pa 
njihova končna koncentracija v pripravljenem pufru. 
Reagent Končna koncentracija 
Tris pH 8,0 50 mM 
NaCl 150 mM 
imidazol 10 mM 
MgCl2 1 mM 
lizocim 0,5 mg/mL 
benzonaza 15 U/mL 
CPI mešanica inhibitorjev proteaz 0,2 % v/v 
 
Lizocim cepi vez med dvema monosaharidnima enotama v bakterijski steni, s čimer 
poruši njeno strukturo. Benzonaza je endonukleaza, ki cepi DNA in RNA, s čimer 
olajša odstranitev nukleinskih kislin iz raztopine rekombinantnih proteinov. CPI je 
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mešanica inhibitorjev proteaz, ki preprečuje, da bi endogene proteaze razgradile 
rekombinantni protein. 
Na celično usedlino iz 1 L kulture smo dodali 12 mL liznega pufra ter ga s stekleno 
palčko resuspendirali na ledu. Celice smo dodatno lizirali z 1-minutno obdelavo z 
ultrazvokom pri amplitudi 55 % in z intervalom 1 s pulza in 3 s premora. Celični lizat 
smo prenesli v centrifugirke in ga centrifugirali 40 min pri 16.900 × g in 4 oC.  
 
 
3.2.6 Nikljeva afinitetna kromatografija 
 
Prva stopnja izolacije rekombinantnega proteina je potekala z nikljevo afinitetno 
kromatografijo. Rekombinantni protein vsebuje C-končno heksahistidinsko oznako 
(His-tag), ki omogoča koordinacijsko vezavo na nikljeve ione. Za stacionarno fazo smo 
uporabili nosilec Ni-NTA, pri katerem so nikljevi (II) ioni koordinirani z nitrilotriocetno 
kislino (NTA), ta pa je prečno povezana na agarozne kroglice.  
Topno frakcijo celičnega lizata smo prefiltrirali skozi filter s porami premera 0,2 µm in 
nanesli na kolone z gelom Ni-NTA. Ta je bil predhodno uravnoteţen s pufrom A (tabela 
14). Ob rahlem stresanju smo kolono inkubirali 1 uro pri 4 
o
C. Kolono smo najprej 
spirali s pufrom A in nato s pufrom B (tabela 15), dokler vrednost absorbance pri 
valovni dolţini 280 nm (A280) ni padla pod 0,2. S tem smo odstranili nevezane in 
nespecifično vezane proteine. Tarčni protein smo s kolone eluirali s pufrom C (tabela 
16), pri čemer smo zbirali frakcije po 1,5 mL ter jim izmerili A280. Frakcije z 
absorbanco, večjo od 0,3, smo zdruţili ter jih skoncentrirali na volumen 10 mL. 
Uporabili smo koncentrator z MWCO 30 kDa. Koncentriranemu vzorcu smo dodali 
glicerol (do 10 % v/v) ter EDTA (do koncentracije 1 mM). 
 
 
Tabela 14: Sestava pufra A. V levem stolpcu so reagenti, ki smo jih uporabili, v desnem pa 
njihova končna koncentracija v pripravljenem pufru. 
Reagent Končna koncentracija 
Tris pH 8,0 50 mM 
NaCl 150 mM 
imidazol 10 mM 
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Tabela 15: Sestava pufra B. V levem stolpcu so reagenti, ki smo jih uporabili, v desnem pa 
njihova končna koncentracija v pripravljenem pufru. 
Reagent Končna koncentracija 
Tris pH 8,0 50 mM 
NaCl 150 mM 
imidazol 20 mM 
 
 
Tabela 16: Sestava pufra C. V levem stolpcu so reagenti, ki smo jih uporabili, v desnem pa 
njihova končna koncentracija v pripravljenem pufru. 
Reagent Končna koncentracija 
Tris pH 8,0 50 mM 
NaCl 150 mM 
imidazol 250 mM 
 
 
 
3.2.7 Kromatografija z ločevanjem po velikosti 
 
Frakcije, eluirane po nikljevi afinitetni kromatografiji, lahko poleg tarčnega proteina 
vsebujejo tudi nečistoče, agregate tarčnega proteina ali njegove razgradne produkte, ki 
še vsebujejo heksahistidinsko oznako. S kromatografijo z ločevanjem po velikosti, ki 
loči proteine po velikosti oz. hidrodinamskem radiju, smo ţeleli dodatno očistiti tarčni 
protein. 
Uporabili smo kromatografsko kolono HiLoad 26/600 Superdex. Koncentrirane frakcije 
po nikljevi afinitetni kromatografiji smo pred nanosom na kolono prefiltrirali skozi filter 
s porami premera 0,22 µm. Za mobilno fazo smo uporabili pufer, katerega sestava je v 
tabeli 17. Hitrost pretoka pri separaciji na koloni je bila 2 mL/min. 
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Tabela 17: Sestava pufra za kromatografijo z ločevanjem po velikosti. V levem stolpcu so 
reagenti, ki smo jih uporabili, v desnem pa njihova končna koncentracija v pripravljenem pufru. 
Reagent Končna koncentracija 
Tris pH 7,5 20 mM 
NaCl 150 mM 
glicerol 10 % v/v 
 
 
3.2.8 Kromatografija z ločevanjem po velikosti, sklopljena s sipanjem 
svetlobe pri več kotih 
 
Kromatografija z ločevanjem po velikosti, sklopljena s sipanjem svetlobe pri več kotih 
(ang. Size Exclusion Chromatography with Multi-Angle Light Scattering oz. SEC-
MALS), smo uporabili za oceno velikosti proteina. Glede na znan podatek o 
koncentraciji nanesenega vzorca ter absorbanci in refrakcijskem indeksu, določenem pri 
tej metodi, je mogoče relativno natančno določiti molekulsko maso proučevanega 
proteina [39]. 
Za nanos na kolono smo potrebovali 200 µL vzorca s koncentracijo nad 0,5 mg/mL. 
Frakcije, eluirane po SEC, smo najprej skoncentrirali do koncentracije proteina                    
0,66 mg/mL, pri čemer smo uporabili koncentrator z MWCO 30 kDa. Pripravljeni 
vzorec smo pred nanosom na kolono prefiltrirali skozi filter s premerom por 0,10 µm. 
 
 
3.2.9 Poliakrilamidna gelska elektroforeza v prisotnosti natrijevega 
dodecilsulfata  
 
S poliakrilamidno gelsko elektroforezo v prisotnosti natrijevega dodecilsulfata (NaDS-
PAGE) smo preverili prisotnost in velikost proteinov med posameznimi fazami 
izolacije.  
Uporabili smo 10 % poliakilamidni ločevalni gel ter 4 % poliakrilamidni zbiralni gel, 
katerih sestava je prikazana v tabelah 18 in 19. 
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Tabela 18: Sestava 10 % poliakrilamidnega gela za ločevanje. V levem stolpcu so reagenti, ki 
smo jih uporabili,v desnem pa njihovi uporabljeni volumni pri pripravi gela. 
Reagent Dodan volumen 
MQ 3,8 mL 
1,5 M Tris pH 8,8 2,6 mL 
30 % akrilamid/bisakrilamid 3,4 mL 
10 % w/v NaDS 100 µL 
10 % v/v APS 100 µL 
TEMED 10 µL 
 
Tabela 19: Sestava 4 % poliakrilamidnega zbiralnega gela. V levem stolpcu so reagenti, ki smo 
jih uporabili, v desnem pa njihovi uporabljeni volumni pri pripravi gela. 
Reagent Dodan volumen 
MQ 2,98 mL 
1,5 M tris pH 6,8 1,25 mL 
30 % akrilamid/bisakrilamid 0,67 mL 
10 % w/v NaDS 50 µL 
10 % v/v APS 50 µL 
TEMED 5 µL 
 
Elektroforezo smo izvajali pri konstantni napetosti 200 V. Gel smo obarvali s              
30-minutno inkubacijo v raztopini InstantBlue. 
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3.2.10 Prenos western in imunodetekcija 
 
Prenos western je metoda prenosa proteinov iz poliakrilamidnega gela na nitrocelulozno 
ali polivinildenfluoridno membrano. Po prenosu na membrano lahko proteine 
detektiramo s specifičnimi protitelesi.  
Za mokri prenos western smo pripravili kaseto, sestavljeno po plasteh: vpojna podlaga, 
filter papir, poliakrilamidni gel, nitrocelulozna membrana, filter papir in vpojna 
podlaga. Prenos je trajal 90 minut pri 300 mA. Po prenosu smo kaseto razstavili in 
prenesli membrano v kadičko z blokirnim pufrom, s katerim smo preprečili 
nespecifično vezavo protiteles na membrano. Sestava blokirnega pufra je prikazana v 
tabeli 20. 
 
Tabela 20: Sestava blokirnega pufra za prenos western. V levem stolpcu so reagenti, ki smo jih 
uporabili, v levem pa njihova dodana količina. Pripravili smo 50 mL blokirnega pufra. 
Reagent Dodana količina 
pufer iBind Flex (5×)  10 mL 
aditiv iBind Flex (100×)  500 µL 
MQ 39,5 mL 
 
Pri označevanju s protitelesi smo uporabili sistem iBind Flex, v katerega vstavimo 
kartico iBind Flex, jo omočimo s pufrom iBind, nanjo poloţimo membrano, zapremo 
pokrov in dodamo ustrezne raztopine v razdelke po vrstnem redu uporabe: primarna 
protitelesa, pufer iBind, sekundarna protitelesa in ponovno pufer iBind. Uporabili smo 
primarna protitelesa za vezavo na heksahistidinsko oznako (His-tag) ter sekundarna 
protitelesa, označena s hrenovo peroksidazo, ki se veţejo na primarna protitelesa. 
Detekcijo smo izvedli s sistemom G:BOX. 
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4 Rezultati 
 
Rezultati, predstavljeni v tem poglavju, so v grobem razdeljeni na dva dela. Prvi del 
predstavljajo načrtovanje zapisa za protein TRI-CClongGFP ter njegova proizvodnja in 
karakterizacija. Drugi del rezultatov pa se nanaša na optimizacijo izvedbe metode 
Golden Gate. 
 
 
4.1 Priprava zapisa za protein TRI-CClongGFP 
 
Zapis za protein TRI-CClongGFP smo sestavili iz devetih modulov. Nukleotidna 
zaporedja modulov so v poglavju 2.1.7. Trije moduli predstavljajo zapis za sfGFP, 
preostalih šest modulov pa predstavlja zapis za po dva segmenta tropomiozina, Rho-
kinaze in korteksilina. Dva parna segmenta se na ravni proteina poveţeta v paralelno 
ovito vijačnico in s tem tvorita eno izmed stranic trikotnika, kot je prikazano na sliki 5.  
 
 
Slika 5: Prikaz zaporedja modulov za protein TRI-CClongGFP ter način sestavljanja v urejeno 
trikotno strukturo. Zaporedje sestavlja 9 modulov. 
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Moduli so bili načrtovani tako, da se poveţejo v pravilnem vrstnem redu. Prvi in zadnji 
modul omogočata, da se sestavljeno zaporedje lahko preko restrikcijskih mest Vec1 in 
Vec2 vstavi v vektor pET-41a(+) (slika 6). 
 
 
Slika 6: Karta plazmida pET-41a(+) z vstavljenim zapisom za TRI-CClongGFP. Mesti Vec1 in 
Vec2 sta restrikcijski zaporedji restriktaze BsaI. Insert se vstavi v plazmid znotraj mest Vec1 in 
Vec2. Na plazmidu so označeni še laktozni represor lacI, zapis odpornosti proti kanamicinu 
KanR, vezavno mesto za ribosom RBS, promotor T7, terminator T7 ter heksahistidinska oznaka 
His-tag. S POS1-POS9 so označeni posamezni moduli, ki sestavljajo insert. Označena so 
restrikcijska mesta za restriktaze EcoRI, NdeI ter XhoI, ki smo jih kasneje uporabili pri 
preverjanju ustreznosti sestavljanja zaporedja. 
 
Celoten zapis za protein TRI-CClongGFP je sestavljen iz devetih modulov. 
Komercialno smo pridobili zapise za posamezne module, ki so bili vstavljeni v vektorje 
Twist. Za sestavljanje modulov v pravo zaporedje smo uporabili metodo sestavljanja 
Golden Gate. Reakcijo smo izvedli po protokolu, ki je opisan v poglavju 3.2.1. 
K 200 µL E. coli DH5α celic smo dodali 10 µL reakcijske mešanice in po izvedbi 
transformacije gojili preko noči na ploščah LBK pri 37 °C. Izmed vseh kolonij, ki so 
zrasle na ploščah, smo jih izbrali 36 in jih analizirali z metodo PCR na osnovi kolonije 
(slika 7). 
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Slika 7: PCR na osnovi kolonije za preverjanje prisotnosti vključkov v vektorjih. Nad vsako 
stezo je številka analizirane kolonije. Levo in desno so zapisane oznake velikosti. 
 
Velikost sestavljenega zapisa za TRI-CClongGFP je okoli 4000 bp. Glede na hitrost 
potovanja pomnoţene DNA sta tej vrednosti najbliţje koloniji 25 in 36. Opazimo lahko 
tudi dve pogostejši velikosti vključkov, in sicer pri okoli 500 bp in 2000 bp.  
 
 
31 
4.1.1 Preverjanje pravilnosti sestavljenega zaporedja 
 
Ker metoda PCR na osnovi kolonije temelji na PCR-reakciji in lahko ob nespecifičnem 
prileganju začetnih oligonukleotidov oz. neustreznih pogojih da nepravilne rezultate, 
smo hoteli preveriti ustreznost zaporedja modulov še z rezanjem sestavljenega končnega 
vektorja ter s preverjanjem nukleotidnega zaporedja. 
 
 
4.1.1.1 Kontrolno rezanje z restrikcijskimi endonukleazami XhoI, NdeI in 
EcoRI  
 
Pri prvi analizi smo uporabili restrikcijski endonukleazi XhoI in NdeI. NdeI reţe vektor 
tik pred vstavljenim zapisom, XhoI pa tik za vstavljenim zapisom. Tako po uspešnem 
rezanju dobimo dva fragmenta, prvega velikosti vektorja in drugega velikosti 
vstavljenega zapisa. Analizirali smo kolonije 9, 15, 16, 25, 30 in 36 s slike 7. 
Inkubacija pripravljene reakcijske mešanice (tabela 21) je potekala 1 uro pri 37 °C. Po 
končani inkubaciji smo uspešnost rezanja ter velikost posameznih fragmentov preverili 
z AGE (slika 8). 
 
Tabela 21: Sestava reakcijske mešanice za kontrolno rezanje z XhoI in NdeI. V levem stolpcu so 
reagenti, ki smo jih uporabili, v desnem pa njihova končna količina v reakcijski mešanici. 
Končni volumen mešanice je bil 10 µL. 
Reagent Končna količina 
XhoI 5 U  
NdeI 5 U  
pufer CutSmart (10×) 10 % v/v 
izoliran rekombinantni plazmid 500 ng 
MQ do 10 µL 
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Slika 8: AGE plazmidov po kontrolnem rezanju rekombinantnih vektorjev z XhoI in NdeI. Na 
stezi 1 so standardi velikosti in njihove vrednosti. Na stezah 2-7 si sledijo kolonije 9, 15, 16, 25, 
30 in 36 s slike 7. 
 
Pri pravilno sestavljenih konstruktih v vektorju smo pričakovali 2 lisi: ena velikosti 
okoli 5 kb, ki predstavlja vektor, ter druga velikosti okoli 4 kb, ki predstavlja insert, oz. 
sestavljeni konstrukt. Vzorec dveh lis ustreznih velikosti se je pojavil pri koloniji št. 30 
(steza 6). 
Pravilnost sestavljenega konstrukta v vektor smo ţeleli preveriti tudi z restrikcijo z 
endonukleazama BsaI in XhoI. Na plazmidu pET-41(a)+/ccdB sta dve prepoznavni 
mesti za BsaI. Z Vec1 in Vec2 sta označeni restrikcijski mesti endonukleaze BsaI, preko 
katerih vstavimo insert v plazmid. Po pravilni vključitvi inserta v plazmid                
pET-41(a)+/ccdB, se poleg zapisa za toksin CcdB odstranita tudi prepoznavni mesti za 
BsaI. V primeru da se je insert pravilno vključil, ne moremo plazmida več rezati z BsaI. 
Za XhoI pa je v vektorju le eno prepoznavno mesto. V primeru, da se je konstrukt 
pravilno vstavil, bi morala končni plazmid rezati le endonukleaza XhoI, pri čemer bi 
dobili lineariziran plazmid. 
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Tabela 22: Sestava reakcijske mešanice za kontrolno rezanje z BsaI in XhoI. V levem stolpcu so 
reagenti, v desnem pa njihova količina v reakcijski mešanici. Končni volumen mešanice je bil 
10 µL. 
Reagent Končna količina 
BsaI_HF 5 U  
XhoI 5 U  
pufer CutSmart (10×) 10 % v/v 
izoliran rekombinantni plazmid 500 ng 
MQ do 10 µL 
 
Inkubacija pripravljene reakcijske mešanice (tabela 22) je potekala 1 uro pri 37 °C. Po 
končani inkubaciji smo uspešnost cepitve ter velikost posameznih fragmentov preverili 
z AGE (slika 9). 
 
 
Slika 9: AGE plazmida po kontrolnem rezanju z XhoI in NdeI. Na stezi 1 so standardi velikosti. 
Na stezi 2 je nerezan plazmid, na stezi 3 pa plazmid, rezan z BsaI in XhoI. 
 
Na sliki 9 lahko vidimo, da je velikost nerezanega plazmida okoli 9 kb. Po restrikciji z 
XhoI se plazmid linearizira, zaradi česar potuje po agaroznem gelu počasneje. Tako se 
lisa rezanega plazmida pojavi nekoliko višje na gelu. V primeru, da bi plazmid rezal 
tudi BsaI bi dobili najmanj 2 fragmenta. 
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V tretjem poskusu smo ţeleli preveriti ustreznost zaporedja modulov z endonukleazo 
EcoRI. Na končnem plazmidu z insertom sta dve prepoznavni mesti za restrikcijsko 
endonukleazo EcoRI. Ti mesti sta znotraj vstavljenega inserta: prvo znotraj modula 
označenega s POS5 in druga znotraj modula označenega s POS9 (slika 6). Ob delovanju 
EcoRI bi se moral iz plazmida izrezati okoli 1700 bp velik fragment. 
Inkubacija pripravljene reakcijske mešanice (tabela 23) je potekala 1 uro pri 37 °C. Po 
končani inkubaciji smo uspešnost cepitve ter velikost posameznih fragmentov preverili 
z AGE (slika 10). 
 
Tabela 23: Sestava reakcijske mešanice za kontrolno rezanje z EcoRI. V levem stolpcu so 
reagenti, ki smo jih uporabili, v desnem pa njihova količina v reakcijski mešanici. Končni 
volumen mešanice je bil 10 µL. 
Reagent Končna količina 
EcoRI 5 U  
pufer CutSmart (10×) 10 % v/v 
izoliran rekombinantni plazmid 500 ng 
MQ do 10 µL 
 
 
Slika 10: AGE plazmida po rezanju z EcoRI. Na stezi 1 so standardi velikosti in njihove 
velikosti. Na stezi 2 je nerezan plazmid, na stezi 3 pa rezan plazmid z EcoRI. 
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Po rezanju z EcoRI sta na gelu prisotni dve lisi. Šibkejša lisa je velikosti okoli 1700 bp, 
kar ustreza velikosti zaporedja med prepoznivnima mestoma za EcoRI, ki se nahajata 
znotraj inserta. Močnejša lisa pa predstavlja lineariziran plazmid, pri katerem se je 
odstranilo vmesno zaporedje med prepoznavnima mestoma za EcoRI.  
 
 
4.1.1.2 Določitev pravilnosti nukleotidnega zaporedja sestavljenega zapisa za 
protein TRI-CClongGFP 
 
Zaradi velike dolţine sestavljenega konstrukta je bilo potrebno načrtovati več začetnih 
oligonukleotidov (slika 11). Dolţina celotnega konstrukta je okoli 4000 bp.  
 
 
Slika 11: Shematski prikaz prileganja začetnih oligonukleotidov na zaporedje sestavljenega 
končnega konstrukta v vektorju. 
 
Ker se vsak posamezen modul v končnem zaporedju ponovi dvakrat (vse stranice 
trikotnika so homodimeri) ali trikrat (sfGFP na ogliščih), je bilo to potrebno upoštevati 
pri načrtovanju začetnih oligonukleotidov. Začetni oligonukleotidi so bili načrtovani 
tako, da se prilegajo delno na zaporedje α-vijačnice in delno na zaporedje linkerja, saj le 
kombinacija teh dveh delov omogoča specifično vezavo na le eno mesto v zaporedju. 
Primera takih začetnih oligonukleotidov sta P2 in P4 (tabela 24). 
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Tabela 24: Nukleotidna zaporedja začetnih oligonukleotidov za določanje zaporedja končnega 
konstrukta. Kot primer je pri začetnih oligonukleotidih P2 in P4 s sivo označen del zaporedja, ki 
se prilega na linker, z rumeno pa del, ki se prilega na zaporedje modula korteksilina. Razlika v 
zaporedjih je v delu, ki se prilega na linker. To omogoči specifično vezavo na le eno mesto na 
končno sestavljenem vektorju. 
Začetni oligonukleotid Nukleotidno zaporedje 
P1 CACTATAGGGGAATTGTGAGCGG 
P2 GGCTCAGGTCCGGGT 
P3 GGTAGCGGTCCTGGC 
P4 GGTTCGGGTCCGGGT 
P5 GGTAGTGGTCCGGGTAGCAAAGG 
P6 ACCCGGACCCGAACC 
P7 CCTTTGCTACCCGGACCACTACC 
P8 CTTTCTCAATCTGCCCGGACCGCTACC 
P9 TGGCAGCAGCCAACTCAGC 
 
Odločili smo se za preverjanje nukleotidnih zaporedij vključkov v vektorjih, izoliranih 
iz kolonij 25 in 30, ki sta vsaka v enem testu pokazali potencialno pravilen konstrukt. 
Uporabili smo začetne oligonukleotide P1-P9 iz tabele 24. Zaporedje vključka v 
vektorju iz kolonije 25 je bilo neustrezno, saj je vsebovalo dele komercialnega vektorja 
Twist, v katerega so bila vstavljena zaporedja za posamezne module. Ustreznost 
zaporedja vključka v vektorju iz kolonije 30 smo potrdili z uporabo vseh devetih 
oligonukleotidov. Šele po potrditvi pravilnosti celotnega nukleotidnega zaporedja smo 
nadaljevali s proizvodnjo in izolacijo rekombinantnega proteina. 
 
 
4.1.2 Proizvodnja, izolacija ter karakterizacija proteina TRI-CClongGFP 
 
Po potrditvi pravilnosti nukleotidnega zaporedja vključka smo rekombinantni plazmid 
izolirali ter ga s transformacijo vnesli v celice E. coli NiCo21(DE3) (tabela 1). Ta sev je 
primernejši za proizvodnjo proteinov, saj ne izraţa nekaterih proteaz, kot sta Lon in 
OmpT. Zaradi modifikacij endogenih proteinov pa poskrbi za manj proteinskih 
kontaminant po izolaciji z nikljevo afinitetno kromatografijo [40]. 
Fermentacijo smo izvedli kot je opisano v poglavju 3.2.4. Po izvedeni fermentaciji smo 
celice lizirali ter izvedli nikljevo afinitetno kromatografijo. Naslednja stopnja izolacije 
je bila kromatografija z ločevanjem po velikosti.  
37 
Fermentacijo, lizo celic ter nikljevo afinitetno kromatografijo smo ponovili večkrat, saj 
smo ţeleli dobiti čim večjo količino čistega proteina. Uspešnost je bila večja, če smo 
izvedli lizo celic v čim krajšem času ter še v istem dnevu nadaljevali z nikljevo 
afinitetno kromatografijo. Pozitiven vpliv je bil tudi, če smo inducirali izraţanje 
proteina z niţjo koncentracijo IPTG (250 µM namesto 500 µM) ter zniţali temperaturo 
gojenja celic s 25 
o
C na 20 
o
C. Na sliki 12 sta prikazana elucijska diagrama po 
kromatografiji z ločevanjem po velikosti.  
 
 
Slika 12: Elucijska diagrama po kromatografiji z ločevanjem po velikosti. Z A je označen 
elucijski diagram prvega poskusa izolacije proteina, z B pa diagram po drugi, bolj uspešni 
izolaciji. Vrh, ki ustreza proteinu TRI-CClongGFP bi se moral pojaviti pri elucijskem volumnu 
okoli 150 mL. Levo od tega vrha bi pričakovali dimere, trimere ter agregate, desno pa manjše 
razgradne produkte ter proteinske nečistoče. 
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Na elucijskem diagramu A (slika 12) vidimo dva vrhova pri elucijskem volumnu      
120-150 mL. Prvi vrh nakazuje, da je veliko proteina v obliki agregatov, drugi vrh je 
predvidoma tarčni protein, kasnejši vrhovi pa nakazujejo, da je protein tudi nekoliko 
razgrajen, ali pa da so prisotni drugi proteini z manjšo molekulsko maso. Na elucijskem 
diagramu B (slika 12) pa vidimo en vrh pri elucijskem volumnu okoli 150 mL, z 'ramo' 
na levi strani, kar pomeni, da je poleg monomerne oblike še vseeno prisotnih nekaj 
oligomerov ali agregatov. To je bolj opazno na sliki 13, ki prikazuje povečan vrh iz 
elucijskega diagrama B (slika 12). 
 
 
Slika 13: Povečan prvi vrh pri elucijskem diagramu B s slike 12. S črtami so prikazane meje 
med eluiranimi frakcijami, ki smo jih uporabili za nadaljnjo analizo z NaDS-PAGE in SEC-
MALS. Pri povečanem vrhu vidimo, da je sestavljen iz več vrhov, ki se prekrivajo. S puščicami 
so prikazani vrhovi: dva vrha sta izrazitejše vidna, medtem ko obstaja moţnost, da je prisoten še 
tretji, manjši vrh, označen s svetlo modro puščico. 
 
Po vsaki stopnji izolacije smo shranili del vzorca ter ga analizirali z NaDS-PAGE (slika 
14).  
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Slika 14: Analiza NaDS-PAGE celičnih lizatov, frakcij po nikljevi afinitetni kromatografiji ter 
frakcij po kromatografiji z ločevanjem po velikosti, na 10% ločevalnem gelu. Steza 1 
predstavlja celični lizat induciranih celic po ultrazvočnem razbijanju. Steza 2 predstavlja 
netopni del (usedlina), steza 3 pa topni del (supernatant) po centrifugiranju celičnega lizata. 
Steza 4 predstavlja koncentriran eluat po nikljevi afinitetni kromatografiji. Steza 5 predstavlja 
standarde velikosti in njihove molske mase, zapisane na levi strani slike. Steze 6-13 
predstavljajo frakcije 1-8, eluirane v stopnji izolacije s kromatografijo z ločevanjem po velikosti 
(slika 13). 
 
Na sliki 14 vidimo, da se količina proteinov in število lis postopno zmanjša s fazami 
izolacije. Če primerjamo stezo 4 (zdruţeno frakcijo po nikljevi afinitetni kromatografiji) 
s stezami 6-13 (frakcije po kromatografiji z ločevanjem po velikosti), lahko vidimo 
podoben vzorec lis, kar nakazuje, da kromatografija z ločevanjem po velikosti ni 
prinesla izboljšanja.  
Sklepali smo, da bi morali v primeru, da se protein kompaktno drţi in razpade šele pri 
analizi NaDS-PAGE, bi morali dobiti fragmente, ki vsebujejo heksahistidinsko oznako 
in fragmente, ki je ne vsebujejo (proteinska veriga se razcepi na več verig). Da bi 
ugotovili, če je tako, smo opravili prenos western z imunodetekcijo heksahistidinskih 
ostankov. 
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Slika 15: NaDS-PAGE za analizo proteinov eluiranih iz SEC-kolone. Steza 1 predstavlja 
skoncentriran vzorec, ki smo ga nanesli na SEC-MALS. Steza 2 predstavlja standarde velikosti 
z njimi pripadajočimi vrednostmi zapisanimi na levi strani slike. Steze 4-10 predstavljajo 
posamezne frakcije eluirane po kromatografiji z ločevanjem po velikosti, v enakem vrstnem 
redu, kot so prikazane na sliki 13. Steza 11 predstavlja koncentriran eluat po nikljevi afinitetni 
kromatografiji.  
 
 
Slika 16: Imunodetekcija oznake His-tag po prenosu proteinov s poliakrilamidnega gela na sliki 
15 na membrano. Steza 1 predstavlja skoncentriran vzorec, ki smo ga nanesli na SEC-MALS. 
Steza 2 predstavlja standarde velikosti s pripadajočimi vrednostmi, zapisanimi na levi strani 
slike. Steze 3-10 predstavljajo posamezne frakcije, eluirane po kromatografiji z ločevanjem po 
velikosti, v enakem vrstnem redu, kot so prikazane na sliki 13. Steza 11 predstavlja koncentriran 
eluat po nikljevi afinitetni kromatografiji. 
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Če primerjamo sliki 15 in 16, lahko vidimo, da se lise ujemajo tako po vzorcu kot 
intenziteti. To dokazuje, da vsebujejo proteini v vseh lisah heksahistidinsko oznako. 
Frakcije 4-8 s slike 13 smo skoncentrirali ter analizirali s SEC-MALS. S to metodo smo 
ţeleli preveriti, ali izmerjena molska masa ustreza molekulski masi proteina TRI-
CClongGFP. Elucijski diagram je prikazan na sliki 17. 
 
 
Slika 17: Elucijski diagram po SEC-MALS. Z rdečo črto je prikazan relativni refrakcijski 
indeks, z modro pa relativno sipanje svetlobe v odvisnosti od elucijskega volumna. 
 
Da bi lahko določili molsko maso proteina, bi moral imeti refrakcijski indeks en sam 
vrh. Iz elucijskega diagrama na sliki 17 lahko vidimo, da je vrhov več, kar nakazuje na 
prisotnost nečistoč, prav tako pa se vrhovi prekrivajo. Vrhova sipanja svetlobe ter 
refrakcijskega indeksa se ne ujemata, zaradi česar vzorcu nismo mogli določiti molske 
mase. 
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4.2 Optimizacija metode sestavljanja Golden Gate 
 
Poleg uspešnega sestavljanja zapisa za TRI-CClongGFP, je bil cilj magistrskega dela 
tudi optimizirati protokol sestavljanja Golden Gate. Metoda Golden Gate je zelo 
uporabna za sestavljanje modularnih proteinov, saj omogoča sestavljanje več segmentov 
v celoto v eni sami reakciji. Metodo smo ţeleli optimizirati do te mere, da bi jo lahko 
uporabljali pri sestavljanju do 18 modulov. Trenutno se v laboratoriju na Kemijskem 
inštitutu z uporabo te metode [10] sestavlja do 12 modulov, pri pripravi insertov iz še 
večjega števila modulov pa raje uporabljajo postopek Gibsonovega sestavljanja [41] ali 
kombinacije različnih tehnik sestavljanja. Glede na podatek podjetja New England 
Biolabs je moţno z uporabo njihovih reagentov ter njihovega protokola [42] sestaviti do 
24 modulov v eni reakciji.  
To podpoglavje je razdeljeno na dva dela. Prvi del (4.2.1) predstavlja sestavljanje z 
izrezom DNA iz gela, ki je bil izveden še z uporabo 9 modulov za protein TRI-
CClongGFP. Ta način sestavljanja je bil testiran v času, ko smo čakali na potrditev 
nukleotidnega zaporedja, ki kodira protein TRI-CClongGFP. Ko smo dobili potrditev, 
da je zaporedje pravilno, smo se odločili za optimizacijo sestavljanja večjega števila 
modulov, zato smo od tu naprej uporabili druge module, in sicer 18 modulov za protein 
Bip18 z bipiramidno strukturo, ki so dolgi okoli 150 bp. Ta del je opisan v poglavju 
4.2.2. 
 
 
4.2.1 Sestavljanje segmentov v ločenih reakcijah 
 
Namesto sestavljanja devetih modulov v končni konstrukt v eni reakciji (poglavje 3.1.1) 
smo testirali sestavljanje končnega konstrukta po predhodnem sestavljanju krajših 
segmentov iz treh modulov (slika 18). 
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Slika 18: Shematski prikaz dvostopenjskega sestavljanja devetih modulov z metodo Golden 
Gate. V prvi stopnji posamezne tri module izreţemo iz vektorjev ter ligiramo, pri čemer dobimo 
prazne linearizirane vektorje ter sestavljene segmente. Reakcijske mešanice nanesemo na 
agarozni gel, ter po AGE iz gela izoliramo lise ustreznih velikosti. V drugi stopnji te segmente 
ligiramo med seboj. 
 
Pripravili smo tri ločene reakcijske mešanice, katerih sestava je bila enaka kot je 
opisano v tabeli 8. Razlika je bila le ta, da smo v posamezno mešanico vektorjev dodali 
samo po tri vektorje z ustreznimi moduli: v prvo mešanico smo dodali module od 1 do 
3, v drugo module od 4 do 6 in v tretjo module od 7 do 9. Vsako reakcijsko mešanico 
smo na cikličnem termostatu inkubirali po programu, ki je opisan v tabeli 10. Po 
končanem sestavljanju smo celoten volumen reakcijskih mešanic nanesli na agarozni 
gel ter z AGE preverili učinkovitost sestavljanja. Rezultat je prikazan na sliki 19. 
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Slika 19: AGE sestavljenih segmentov v treh ločenih reakcijah. Na stezi 1 so standardi velikosti 
in njihove vrednosti. Steza 2 prikazuje sestavljene segmente iz modulov 1-3, steza 3 iz modulov 
4-6 in steza 4 iz modulov 7-9. Pričakovana velikost po uspešnem sestavljanju treh modulov je 
okoli 1,3 kbp. Puščica na desni strani označuje lise, ki smo jih izolirali iz agaroznega gela. 
 
V vsaki reakcijski mešanici bi se morali po uspešnem sestavljanju pokazati dve lisi: 
večja lisa, ki bi ustrezala praznim vektorjem, iz katerih so se moduli izrezali, ter manjša 
lisa, ki bi ustrezala trem ligiranim modulom. Velikost sestavljenih segmentov bi morala 
biti okoli 1,3 kbp. Na sliki 19 jasno vidimo, da je na gelu več lis, kot smo pričakovali. 
Razlogov za to je lahko več. Glede na veliko število lis je mogoče sklepati, da 
restrikcija oz. ligacija nista specifični in se lahko sestavijo tudi daljši segmenti. Obstaja 
pa tudi moţnost, da ni najkrajši sestavljen segment iz treh modulov, ampak samo iz 
dveh.  
Predpostavili smo, da najmanjša lisa predstavlja pravilno sestavljene tri module, saj je 
po velikosti najbliţje 1,3 kbp. Tri lise, ki so na sliki 19 označene s puščico smo izrezali 
iz agaroznega gela ter izolirali DNA. Koncentracija izolirane DNA je bil v vseh treh 
primerih pod 5 ng/µL, zaradi česar smo priredili protokol ligacije. 
Ligacija je potekala 1 uro pri 37 
oC. Po končani ligaciji smo transformirali 200 µL        
E. coli DH5α celic s celotno ligacijsko mešanico ter jih razmazali na plošče LBK. V 
obeh primerih ligacije, tako osnovne (tabela 25), kot tudi kontrolne (tabela 26), je zraslo 
več kot 300 kolonij na ploščo. Sklepali smo, da je to posledica religacije rezanega 
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plazmida. Po rezanju z BsaI se iz plazmida odstrani zapis za toksin CcdB, nastala 
previsna konca v lineariziranem plazmidu pa bi se lahko ligirala. Tak plazmid bi 
vseboval zapis za odpornost proti kanamicinu in s tem omogočal rast bakterijskih celic 
na ploščah LB z dodanim kanamicinom. 
 
 
Tabela 25: Prilagojen ligacijski protokol za sestavljanje trojnih segmentov. Masno razmerje 
med dodanim vektorjem in posameznimi inserti je1:1:1:1. Celoten volumen reakcijske mešanice 
je 14 µL. 
Reagent Končna količina 
pET-41a(+) 10 ng 
moduli 1-3 10 ng 
moduli 4-6 10 ng 
moduli 7-9 10 ng 
DNA-ligaza T4 2000 U 
pufer Rapid (5×) 20 % v/v 
MQ do 14 µL 
 
Tabela 26: Ligacijski protokol za kontrolno ligacijo. V reakcijsko mešanico dodamo samo rezan 
plazmid pET41-a(+). Namesto posameznih insertov dodamo MQ-vodo. Celoten volumen 
reakcijske mešanice je 14 µL. 
Reagent Končna količina 
rezan pET-41a(+) 10 ng 
DNA-ligaza T4 2000 U 
pufer Rapid (5×) 20 % v/v 
MQ do 14 µL 
 
Teţava, ki smo jo opazili pri osnovnem načinu sestavljanja, je izbor pravilnih lis za 
izrez iz gela ter učinkovitost izolacije iz gela. Koncentracija izoliranih fragmentov DNA 
iz gela je bila med 2 in 5 ng/µL, kar je veliko manj od koncentracij, ki jih pri 
sestavljanju priporočajo komercialni kompleti reagentov (75 -100 ng/µL). Zato smo v 
nadaljevanju za optimizacijo metode Golden Gate uporabili 18 modulov, ki sestavljajo 
načrtovano bipiramidno proteinsko strukturo. 
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4.2.2  Optimizacija metode Golden Gate za 6, 12 oziroma 18 modulov 
 
Pri optimizaciji metode Golden Gate smo testirali module z zaporedji za sestavljanje 
proteinske bipiramide, ki so jo v laboratoriju predhodno načrtovali. Tristrana bipiramida 
vsebuje 9 robov, torej zanjo potrebujemo 18 modulov, saj vsak rob predstavlja ovita 
vijačnica iz dveh modulov. Pri optimizaciji se nismo osredotočili samo na sestavljanje 
18 modulov, ampak smo ţeleli preveriti tudi sestavljanje po 6 in 12 modulov v eni 
reakcijski zmesi. Namesto sestavljanja nukleotidnih zaporedij treh različnih proteinov 
smo uporabili 18 modulov tristrane bipiramide ter dodatna modula, ki sta na sliki 20 
označena kot 6* in 12*. 6* je šesti oz. zadnji modul pri modularno sestavljenem 
trikotniku, 12* pa dvanajsti oz. zadnji modul pri modularno sestavljenem tetraedru. Ker 
so vse tri strukture sestavljene na enak način in vsebujejo enake linkerje, označene s 
črkami od A do R, je moţno med njimi zamenjati pozicije z enakega mesta, ne da bi pri 
tem prekinili sestavljanje do končnega števila pozicij.  
 
 
Slika 20: Shamatski prikaz sestavljanja modulov pri optimizaciji postopka Golden Gate. Pri 
vseh petih zaporedjih so posamezni moduli oštevilčeni z zaporedno številko od 1 do 18 znotraj 
kvadratka, ki predstavlja modul. Nukleotidna zaporedja modulov označenih z enako številko in 
z drugačno barvo se med sabo razlikujejo. Linkerji, ki povezujejo module so označeni s črkami 
od A do R. Prvi in zadnji linker vsakega izmed petih zaporedij, ki sta označena z V1 in V2, 
omogočata povezavnje z vektorjem. Z A je označeno zaporedje trikotnika, z B zaporedje 
tetraedra in s C zaporedje tristrane bipiramide. Zaporedji D in E dobimo s sestavljanjem 
posameznih modulov zaporedij A, B in C. 
 
Pri optimizaciji smo preverjali uspešnost sestavljanja zaporedij C, D in E s slike 20. Od 
zaporedij A in B smo uporabili samo modula 6* in 12*. 
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4.2.3 Kontrolno rezanje plazmidov s posameznimi moduli 
 
Pred izvedbo metode Golden Gate smo ţeleli preveriti plazmide s posameznimi moduli. 
Potrebno je bilo preveriti, ali so prepoznavna mesta za BsaI ohranjena ter ali se ob 
njegovem delovanju iz plazmidov izreţejo fragmenti ustreznih velikosti (slika 21).  
 
 
 
 
 
 
 
  
Slika 21: AGE plazmidov s posameznimi moduli po kontrolnem rezanju z BsaI. (A) Na stezi 1 
so standardi velikosti in njihove vrednosti. Na stezah 2-11 si sledijo moduli 1-10. Na 12. stezi je 
nerezan plazmid z modulom 18. (B) Na stezi 1 so standardi velikosti in njihove vrednosti. Na 
stezah 2-11 si sledijo moduli 11-18, 6* in 12*. Na 12. stezi je narezan plazmid z modulom 18. 
Na sliki 21 lahko opazimo, da se pri vseh izhodiščnih vektorjih moduli z BsaI uspešno 
izreţejo in jih lahko opazimo kot šibke lise na spodnjem delu gela, katerih velikost je 
manjša od standarda 250 bp, kar ustreza njihovi velikosti okoli 120 bp. Močnejše lise 
velikosti nad 2000 bp predstavljajo prazne plazmide, ki potujejo po gelu počasneje kot 
nerezan plazmid. 
 
 
A 
B 
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4.2.4 Primerjava protokolov NEB in LAB 
 
V prvi fazi optimizacije smo primerjali dva protokola za sestavo izbranih modulov. Prvi 
je bil nekoliko spremenjen protokol proizvajalca New England Biolabs (v nadaljevanju 
označen z NEB), drugi pa je protokol, ki se je uporabljal v laboratoriju, kjer sem 
opravljal magistrsko nalogo (v nadaljevanju označen z LAB). Shemi priprave 
reakcijskih mešanic posameznih protokolov sta prikazani v tabelah 27 in 28. 
 
Tabela 27: Sestava reakcijske mešanice po protokolu NEB. V levem stolpcu so reagenti, v 
desnem pa njihove končne količine v reakcijski mešanici. Končni volumen reakcijske mešanice 
je bil 25 µL. 
Reagent Končna količina 
pET-41a(+)/ccdB 75 ng 
pufer za DNA-ligazo T4 (10×)  10 % v/v  
BsaI_HF 30 U 
DNA-ligaza T4 1000 U 
mešanica vektorjev z moduli 75 ng posameznega vektorja 
MQ do končnega volumna 25 µL 
 
 
Tabela 28: Sestava reakcijske mešanice po protokolu LAB. V levem stolpcu so reagenti, v 
desnem pa njihove končne količine v reakcijski mešanici. Končni volumen reakcijske mešanice 
je bil 10 µL. 
Reagent Končna količina 
pET-41a(+)/ccdB 75 ng 
pufer za DNA-ligazo T4 (10×)  10 % v/v  
BsaI_HF 5 U 
DNA-ligaza T4 100 U 
mešanica vektorjev z moduli 100 ng posameznega vektorja 
MQ do končnega volumna 10 µL 
 
Reakcijska mešanica protokola NEB se od mešanice protokola LAB razlikuje v tem, da 
je v prvem primeru potrebno dodati 1000 U DNA-ligaze T4, 30 U BsaI_HF ter 75 ng 
posameznega vektorja, v drugem primeru pa 100 U (10× manj) ligaze, 5 U BsaI_HF (6× 
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manj) ter 100 ng posameznega vektorja. Končni volumen je pri protokolu NEB 25 µL, 
pri protokolu LAB pa 10 µL. 
Tako pri protokolu NEB kot tudi pri protokolu LAB smo na cikličnem termostatu 
uporabili enak program, ki je prikazan v tabeli 29. Po koncu inkubacije smo 
reakcijskima mešanicama dodali 0,25 µL nukleaze Plasmidsafe in 0,5 µL 25 mM ATP 
ter ju inkubirali 15 min pri 37 °C. 
 
Tabela 29: Program inkubacije reakcijske mešanice po protokoli NEB oz. LAB na cikličnem 
termostatu. 
Korak Temperatura Čas Št ponovitev 
1 37 °C 5 min 1× 
2 
37 °C 
16 °C 
5 min 
10 min 
20× 
 
3 
 
16 °C 
37 °C 
75 °C 
4 °C 
20 min 
30 min 
6 min 
∞ 
 
1× 
 
Z 2 µL posamezne reakcijske mešanice smo transformirali po 50 µL celic TOP10, ter 
jih gojili na ploščah LBK. Transformacije smo opravili v triplikatih. Število kolonij na 
posamezni plošči je prikazano v tabeli 30. 
 
Tabela 30: Št.zraslih kolonij na posamezni plošči LBK.  
 Protokol LAB Protokol NEB 
Št. modulov Št. zraslih kolonij Št. zraslih kolonij 
6 811 795 1027 867 342 443 
12 114 59 71 191 135 151 
18 40 42 60 207 190 156 
0 (negativna kontrola) 886 20 
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Slika 22: PCR na osnovi kolonije po sestavljanju 6 modulov. Levo in desno so standardi 
velikosti. S + je označena pozitivna kontrola. Zgornji dve sliki gelov predstavljata kolonije 
dobljene s protokolom NEB, spodnji dve pa s protokolom LAB. Z zelenimi puščicami so 
označene kolonije s pravilnim nukleotidnim zaporedjem vključka v vektorju. 
 
. 
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Slika 23: PCR na osnovi kolonije po sestavljanju 12 modulov. Levo in desno so standardi 
velikosti. S + je označena pozitivna kontrola. Zgornji dve sliki gelov predstavljata kolonije 
dobljene s protokolom NEB, spodnji dve pa s protokolom LAB. 
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Slika 24: PCR na osnovi kolonije po sestavljanju 18 modulov. Levo in desno so standardi 
velikosti. S + je označena pozitivna kontrola. Zgornji dve sliki gelov predstavljata kolonije iz 
protokola NEB, spodnji dve pa iz protokola LAB. 
Na slikah 22, 23 in 24 lahko opazimo, da se pojavijo lise ustreznih velikosti samo pri 
sestavljanju 6 modulov. Pri sestavljanju 18 modulov se pojavijo lise, ki so po hitrosti 
potovanja po gelu nekoliko višje od pozitivne kontrole. Za preverjanje zaporedja 
sestavljenih segmentov smo izbrali 6 izmed lis. Iz rezultatov določanja nukleotidnega 
zaporedja je bilo opaziti, da je v vseh primerih bil v končni plazmid vstavljen tudi del 
zaporedja vektorja Twist, zaradi česar zaporedje ni bilo ustrezno v nobenem primeru. 
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Za nadaljnje delo smo izbrali protokol LAB, saj je zahteval manjšo količino reagentov 
kot protokol NEB, uspešnost obeh protokolov pa je bila primerljiva. 
 
 
4.2.5 Postopek sestavljanja krajših segmentov v prvi reakciji in njihovo 
neposredno združevanje v drugi reakciji 
 
Rezultati prejšnjega načina sestavljanja so pokazali, da nam je uspelo sestaviti največ 6 
modulov (glej poglavje 4.2.4). Na podlagi teh rezultatov smo se odločili preizkusiti 
ločeno sestavljanje krajših segmentov v prvi reakciji ter njihovo zdruţevanje ter 
sestavljanje do končne dolţine v drugi reakciji. Odločili smo se za sestavljanje 12 
oziroma 18 modulov s testiranjem več različnih kombinacij sestavljanja: 2×6 modulov, 
3×4 module, oziroma 2×9 modulov, 3×6 modulov, in 2×4 module + 2×5 modulov. 
Posamezna kombinacija pomeni število ločenih reakcij krat število modulov v 
posamezni reakciji. Tako pomeni 3×6 tri ločene reakcije, kjer v vsaki sestavljamo po 6 
modulov. Za povezovanje 18 modulov smo izvedli kombinacijo 2×4+2×5, pri kateri so 
4 ločene reakcije, v njih pa povezujemo 2-krat po 4 module in 2-krat po 5 modulov. 
Reakcijska mešanica za spajanje posameznih modulov se od prejšnje (glej poglavje 
4.2.4) razlikuje po tem, da ne vsebuje končnega plazmida pET-41a(+)/ccdB, ampak 
dodamo namesto plazmida le MQ. Plazmid pET-41a(+)/ccdB smo rezali z BsaI v ločeni 
reakciji in ga dodali k reakcijski mešanici v drugi stopnji (slika 25). 
 
 
Slika 25: Shematski prikaz sestavljanja 18 modulov s kombinacijo 3×6 v dveh stopnjah. V prvi 
reakciji ločeno sestavimo module 1-6, 7-12, 13-18 ter z BsaI ločeno reţemo pET-41a(+)/ccdB. 
V drugi reakciji zdruţimo reakcijske mešanice ter jih ligiramo. 
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V tabelah 31 in 32 sta prikazani sestavi reakcijskih mešanic za spajanje modulov in za 
rezanje plazmida pET-41a(+)/ccdB. Spajanje modulov in rezanje plazmida sta potekala 
sočasno na cikličnem termostatu, po protokolu, ki je opisan v tabeli 33. 
 
Tabela 31: Sestava reakcijske mešanice prve stopnje za spajanje modulov. V levem stolpcu so 
reagenti, ki smo jih uporabili, v desnem pa njihove končne količine v reakcijski mešanici. 
Končni volumen reakcijske mešanice je bil 10 µL. 
Reagent Končna količina 
pufer za DNA-ligazo T4 (10×)  10 % v/v  
BsaI_HF 5 U 
DNA-ligaza T4 100 U 
mešanica vektorjev z moduli 100 ng posameznega vektorja  
MQ do končnega volumna 10 µL 
 
 
Tabela 32: Sestava reakcijske mešanice prve stopnje za rezanje pET-41a(+)/ccdB. V levem 
stolpcu so reagenti, ki smo jih uporabili, v desnem pa njihove končne količine v reakcijski 
mešanici. Končni volumen reakcijske mešanice je bil 10 µL. 
Reagent Končna količina 
pufer za DNA-ligazo T4 (10×)  10 % v/v  
BsaI_HF 20 U 
pET-41a(+)/ccdB 800 ng 
MQ do končnega volumna 20 µL 
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Tabela 33: Program inkubacije reakcijske mešanice na cikličnem termostatu. Program je 
nekoliko spremenjen glede na program v tabeli 9. V drugem koraku je skrajšan čas inkubacije s 
5 na 4 minute pri 37 °C, število ponovitev pa je povečano z 20 na 25. V tretjem koraku je 
izpuščena inkubacija pri 75 °C, ki inaktivira encime. 
Korak Temperatura Čas Št ponovitev 
1 37 °C 5 min 1× 
2 
37 °C 
16 °C 
4 min 
8 min 
25× 
 
3 
 
16 °C 
37 °C 
4 °C 
20 min 
30 min 
∞ 
 
1× 
 
Po končani prvi reakciji smo zdruţili reakcijske mešanice, kot je prikazano v tabeli 34, 
ter dodali DNA-ligazo T4 in ATP, da bi omogočili ligacijo sestavljenih delov. V tej 
stopnji imamo ţe sestavljene segmente, ki jih ţelimo samo ligirati, ne pa več rezati z 
BsaI. 
 
Tabela 34: Sestava reakcijske mešanice druge stopnje za spajanje modulov. V levem stolpcu so 
reagenti, ki smo jih uporabili, v desnem pa njihove končne količine v reakcijski mešanici. 
Končni volumen reakcijske mešanice je bil 10 µL. 
Reagent Končna količina 
reakcijske mešanice prve stopnje celoten volumen  
reakcijske mešanica rezanja pET-41a(+)/ccdB 75 ng  
DNA-ligaza T4 100 U × št. mešanic prve stopnje 
ATP 1 mM  
 
Glede na to, da smo uvedli različne kombinacije sestavljanja, so bili končni volumni 
različni. Tako smo npr. pri kombinaciji 2×6 zdruţili 2 reakcijski mešanici po 10 µL, 
medtem ko so bile pri kombinaciji 2×4+2×5 4 reakcijske mešanice po 10 µL.          
DNA-ligazo T4 smo dodali v skladu s številom reakcijskih mešanic, kar pomeni, da 
smo v primeru 2×6 dodali 200 U oz. v primeru 2×4+2×5 400 U, da je bila koncentracija 
ligaze T4 v končni mešanici primerljiva. ATP smo dodali z namenom večje 
učinkovitosti ligaze T4. 
Reakcijsko mešanico smo inkubirali 4 ure pri 16 °C. Po koncu inkubacije smo dodali 
0,25 µL nukleaze Plasmidsafe ter inkubirali 30 minut pri 37 °C. Transformirali smo po 
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50 µL celic TOP10 z 2 µL posamezne reakcijske mešanice ter gojili na ploščah LBK. 
Uspešnost sestavljanja smo preverili s PCR na osnovi kolonije (slika 26).  
 
Slika 26: PCR na osnovi kolonije pri sestavljanju 12 in 18 modulov. Nad vsako sliko je 
označena kombinacija sestavljanja. S + je označena pozitivna kontrola. Levo in desno so 
standardi velikosti. Z zelenimi puščicami so označene kolonije s pravilnim nukleotidnim 
zaporedjem vključka v vektorju. 
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4.2.6 Sestavljanje modulov v dveh reakcijah z dodatkom rezanega plazmida 
pET-41a(+) brez zapisa za toksin CcdB 
 
Ko v reakcijo dodamo rezan plazmid pET-41a(+), se v reakcijsko mešanico doda tudi 
izrezan zapis za toksin CcdB. Predpostavili smo, da se lahko ta v stopnji ligacije 
ponovno vključi v plazmid, s čimer se zmanjša uspešnost reakcije. Preveriti smo hoteli, 
ali je uspešnost metode boljša, če dodamo v reakcijsko mešanico rezan plazmid brez 
zapisa za toksin CcdB.  
Pripravljeno reakcijsko mešanico iz tabele 35 smo inkubirali 2 uri pri 37 °C. Po končani 
inkubaciji smo uspešnost rezanja ter velikost posameznih fragmentov preverili z AGE 
(slika 27). 
 
Tabela 35: Sestava reakcijske mešanice za rezanje plazmida z BsaI. V levem stolpcu so 
reagenti, ki smo jih uporabili, v desnem pa njihova končna količina v reakcijski mešanici. 
Končni volumen mešanice je bil 25 µL. 
Reagent Končna količina 
pET-41a(+)/ccdB 5 µg  
BsaI_HF 40 U  
pufer CutSmart (10×) 10 % v/v 
MQ do 25 µL 
 
 
 
Slika 27: AGE plazmida pET-41a(+)/ccdB po rezanju z BsaI. Na stezi 1 so standardi velikosti in 
njihove vrednosti. Na stezi 2 je nerezan plazmid, na stezah 3 in 4 pa rezan plazmid z BsaI. 
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Na stezah 3 in 4 na sliki 27 vidimo, kako se po rezanju z BsaI pojavita dve lisi. Šibkejša 
lisa na spodnji strani gela ustreza zapisu za toksin CcdB, močnejša lisa iz zgornjega dela 
gela pa ustreza lineariziranemu pET-41a(+). Lisi, ki ustrezata lineariziranemu pET-
41a(+) brez ccdB, smo izolirali iz gela. 
Postopek Golden Gate smo izvedli enako kot v prejšnjem poglavju (4.2.5), s to razliko, 
da smo v drugem koraku dodali 75 ng iz agaroznega gela izoliranega pET-41a(+).  
Po transformaciji celic in gojenju na ploščah LBK smo preverili velikost vključkov v 
vektorjih s PCR na osnovi kolonije. Za razliko od ostalih PCR na osnovi kolonije, pri 
katerih smo uporabili DreamTaq PCR Master Mix (2×), smo v tem primeru uporabili 
DreamTaq Green PCR Master Mix (2×). Vzorce smo po reakciji namesto s kapilarno 
elektroforezo preverili z AGE (sliki 28 in 29). 
 
 
Slika 28: PCR na osnovi kolonije po sestavljanju 12 modulov z dvema kombinacijama 
sestavljanja. Pri A so analizirane kolonije kombinacije 3×4 modulov, pri B kombinacije 2×6 
modulov. Prva in zadnja steza vsakega gela predstavljata standarde velikosti in njihove 
vrednosti, ostale steze prikazujejo analizirane kolonije. Z zelenimi puščicami so prikazane 
kolonije s pravilnim nukleotidnim zaporedjem vključka v vektorju. 
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Slika : PCR na osnovi kolonije po sestavljanju 18 modulov s tremi kombinacijami sestavljanja. 
Pri A so analizirane kolonije kombinacije 2×9 modulov, pri B kombinacije 3×6 modulov in pri 
C 2×4+2×5 modulov. Prva steza vsakega gela predstavlja standarde velikosti in njihove 
vrednosti, ostale steze prikazujejo analizirane kolonije. Z zelenimi puščicami so prikazane 
kolonije z ustreznim nukleotidnim zaporedjem vključka v vektorju, z rdečo puščico pa kolonije 
z neustreznim nukleotidnim zaporedjem. 
 
Sestavljanje 12 modulov se je s to metodo izkazalo za zelo uspešno. Še posebej pri 
kombinaciji 2×6 modulov se pojavijo ustrezna zaporedja pri skoraj vseh analiziranih 
kolonijah. V primeru sestavljanja 18 modulov lahko vidimo, da so pri vsaki od 
kombinacij 2×9 in 3×6 po tri kolonije s pravilnim zaporedjem vključka v vektorju. 
Glede na začetek optimizacije, kjer nam je uspelo sestaviti po največ 6 modulov, je 
izboljšanje metode opazno. 
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5 Diskusija 
 
Napredek sintezne biologije v zadnjih letih je omogočil velik razvoj v smeri načrtovanja 
novih proteinskih zvitij. Poznavanje lastnosti in principov zvitja proteinov, ki se 
pojavljajo v naravi, je v veliko pomoč pri načrtovanju novih proteinskih struktur. Pri 
tem igrajo pomembno vlogo tudi zmogljiva računalniška orodja. Umetni proteini imajo 
lahko lastnosti, ki jih naravni proteini oziroma drugi naravni materiali nimajo. De novo 
načrtovani proteini lahko tvorijo biopolimere, nanokletke, lahko so to umetno 
pripravljeni encimi, receptorji oziroma signalne molekule v celični signalizaciji... 
Proteinske nanokletke predstavljajo zanimivo področje umetnih proteinskih struktur. 
Raziskovalci so sestavili kletke, ki zavzemajo različne geometrijske oblike. Robove 
takšnih kletk sestavljajo ovite vijačnice, ki dajejo strukturi trdnost in rigidnost. 
Potencialnih načinov njihove uporabe je več, eden izmed njih je priprava dostavnih 
sistemov za zdravila, saj bi nanokletka lahko zdravilno učinkovino prenesla po telesu do 
tarčnega mesta in jo tam sprostila iz svoje notranjosti [19]. 
Na Kemijskem inštitutu na Odseku za sintezno biologijo in imunologijo so pripravili 
več strukturno različnih proteinskih nanokletk, kot so npr. tetraedrska, bipiramidna in 
oktaedrska [18, 23]. Njihova zasnova je modularna, kar pomeni, da so sestavljeni iz 
modulov, povezanih v določenem vrstnem redu. Z de novo načrtovanjem in 
modificiranjem segmentov, ki tvorijo ovite vijačnice, so uspeli pripraviti proteine s 
sposobnostjo samozvitja v ustrezno geometrijsko strukturo. Proteine, ki so jih 
načrtovali, sestavljajo ovite vijačnice, dolge štiri heptade aminokislinskih ostankov. Po 
velikosti so tako načrtovane kletke premajhne, da bi jim lahko določili strukturo s 
krioelektronskim mikroskopom. Naslednji korak pri razvoju nanokletk je podaljšanje 
ovitih vijačnic na petnajst heptad aminokislinskih ostankov. S tem bi povečali velikost 
kletk do te mere, da bi njihovo strukturo lahko potrdili s krioelektronskim 
mikroskopom. 
Magistrsko delo je bilo zastavljeno v dveh delih: (i) pripravili smo zapis za modularno 
sestavljeni protein in ga izolirali ter (ii) optimizirali smo metodo Golden Gate, s katero 
je bil konstrukt pripravljen. Metoda Golden Gate omogoča sestavljanje večjega števila 
segmentov DNA v eni sami reakciji, zato je zelo uporabna pri sestavljanju zapisa za 
modularne proteine in se na Odseku za sintezno biologijo in imunologijo Kemijskega 
inštituta tudi ţe uporablja. Njena pomanjkljivost je do te stopnje bilo število modulov, 
ki se jih lahko v eni reakciji zdruţi. Kljub teoretični uspešnosti sestavljanja tudi nad 20 
modulov se je metoda uporabljala za sestavljanje do 12 modulov, pri večjem številu 
modulov pa so uporabljali kombinacijo več različnih metod. 
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Predpostavili smo, da zapisa za protein TRI-CClongGFP ne bo mogoče sestaviti z 
osnovno reakcijo, ampak bo potrebno metodo najprej optimizirati. Ker se je izkazalo, da 
nam je dokaj hitro uspelo sestaviti pravilno zaporedje proteina TRI-CClongGFP, smo 
protein poskušali še izolirati, ter se v nadaljevanju posvetili optimizaciji povezovanja 
različnega števila modulov. Namesto optimizacije sestavljanja zapisa iz 9 modulov, smo 
optimizacijo metode razširili na sestavljanje 6, 12 oziroma 18 modulov, kar bi bilo v 
laboratoriju zelo uporabno pri nadaljnjem delu.  
 
 
5.1 Priprava proteina TRI-CClongGFP 
 
Zapis za TRI-CClongGFP nam je uspelo sestaviti po protokolu, opisanem v poglavju 
3.2.1. 
V raziskovalni skupini so predhodno ţe pripravili proteinski nanotrikotnik s stranicami, 
dolgimi štiri heptade aminokislinskih ostankov, ki pa so bili po velikosti premajhni, da 
bi lahko določili njihovo strukturo s krioelektronskim mikroskopom. TRI-CClongGFP 
je s tem namenom povečana oblika nanotrikotnika s stranicami, dolgimi petnajst heptad 
aminokislinskih ostankov, ter s tremi fuzijskimi proteini sfGFP v ogliščih, kar še 
dodatno poveča velikost celotnega proteina. Dodatna pozitivna lastnost proteinov sfGFP 
je, da lahko z merjenjem fluorescence pri ekscitacijski valovni dolţini 485 nm in 
emisijski valovni dolţini 510 nm določimo koncentracijo prisotnega proteina v raztopini 
[43]. Glede na naše rezultate pa to ni bilo uporabno, saj je najverjetneje prišlo do delne 
razgradnje proteina in je bilo posledično teţko sklepati, koliko izmed treh proteinov 
sfGFP je pri posameznem proteinu TRI-CClongGFP ostalo nepoškodovanih oziroma v 
nativni obliki, ki še fluorescira.  
Velikost zapisa za protein je predstavljala teţavo za določitev njegovega nukleotidnega 
zaporedja. Celoten zapis za protein je dolg 4149 bp. Da smo lahko potrdili pravilnost 
zaporedja, smo morali naročiti več začetnih oligonukleotidov, saj lahko s posameznim 
začetnim oligonukletidom določimo le do okoli 1000 bp. Končno zaporedje sestavljajo 
trije enaki zapisi za sfGFP ter trikrat po dva enaka zapisa za posamezen segment, ki s 
parnim segmentom tvori ovito vijačnico. Nukleotidna zaporedja linkerjev so si med 
seboj podobna, saj vsa kodirajo za aminokislinsko zaporedje GSGPG. Zaradi 
večkratnega pojavljanja enakih zaporedij znotraj celotnega konstrukta se je pojavila 
teţava pri načrtovanju začetnih oligonukleotidov, ki bi se specifično vezali samo na eno 
mesto. Začetni oligonukleotidi so bili zaradi tega načrtovani tako, da so se prilegali 
delno na nukleotidno zaporedje, ki zapisuje za linker in delno na zaporedje, ki zapisuje 
za α-vijačnico, saj je bila to edina moţnost, da se je specifično zaporedje pojavilo samo 
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enkrat v celotnem zapisu. Kljub temu so se začetni oligonukleotidi v nekaterih primerih 
prilegali na več kot le eno mesto, zaradi česar smo določili več različnih zaporedij. 
Po potrditvi pravilnega zaporedja smo nadaljevali z izraţanjem proteina v bakterijskih 
celicah in njegovo izolacijo. Izolacija proteina ni bila povsem uspešna, saj nam ni 
uspelo izolirati proteina v preteţno monomerni obliki, ki bi bila potrebna za nadaljnjo 
karakterizacijo. Prva teţava se je pokazala pri nikljevi afinitetni kromatografiji, kjer se 
večina proteina ni eluirala iz kolone, čeprav smo nosilec spirali z 1 M raztopino 
imidazola, za razliko od klasičnega spiranja z 250 mM raztopino imidazola. Teţava bi 
lahko bila v nespecifični vezavi proteina na nosilec, saj so tudi drugi raziskovalci v 
laboratoriju poročali o teţavah z eluiranjem proteinov, ki vsebujejo proteine sfGFP.  
Z NaDS-PAGE smo pokazali, da je določen deleţ proteina v raztopini razgrajen, saj 
smo v vseh fazah izolacije poleg lise velikosti 157 kDa opazili tudi lise, ki ustrezajo 
manjšim velikostim. Protein se zaradi močnih interakcij v ovitih vijačnicah 
najverjetneje nahaja v kompaktni obliki, kljub temu da je proteolitsko cepljen, in 
razpade na več delov šele ob denaturirajočih pogojih pri NaDS-PAGE. Obstaja tudi 
moţnost, da pride do navzkriţnega povezovanja med tarčnimi proteini. Na protein, ki 
ima zaradi proteolitske cepitve v celici odstranjeno celotno ali pa le del α-vijačnice, bi 
se lahko vezala druga ustrezna α-vijačnica oz. njen krajši del. Pri NaDS-PAGE bi takšen 
protein razpadel na dva ali več delov, ki pa najverjetneje ne bi vsi vsebovali oznake His-
tag na C-koncu. Izvedli smo tudi imunodetekcijo s protitelesi proti oznaki His-tag. Ta je 
pokazala zelo podoben vzorec lis, kot je bil na gelu po NaDS-PAGE, s katerega smo 
proteine prenesli na membrano za imunodetekcijo. 
Po kromatografiji z ločevanjem po velikosti smo na kromatogramu opazili več vrhov. 
Prva dva, ki se prekrivata, bi glede na elucijski volumen ustrezala agregatom in 
monomerni obliki proteina, kasnejši vrhovi pa predvidoma predstavljajo razgradne 
produkte. Iz diskusije z raziskovalci v laboratoriju smo povzeli, da se na kromatogramu 
SEC podobnih modularnih sestavljenih proteinov ponavadi pojavijo štirje ločeni vrhovi, 
pri katerih prvi vrh predstavlja agregate, drugi trimere, tretji dimere in zadnji 
monomerno obliko. V našem primeru smo dobili samo en vrh. Sklepamo, da ločitev 
monomerne oblike od ostalih oligomernih oblik ni bila uspešna. Moţno je, da je bila 
teţava v koloni, saj smo uporabili kolono s polnilom Sephadex 200, ki omogoča 
ločevanje molekul do 200 kDa. Naš protein po velikosti spada na zgornjo mejo 
ločevanja kolone. Kljub temu, da je protein velik 157 kDa, je zaradi svoje geometrijske 
oblike trikotnika manj kompaktno zvit, ima posledično večji hidrodinamski radij, ter se 
zato obnaša kot protein z večjo molekulsko maso. Ţal nismo imeli na voljo ustreznejše 
kolone, ki bi imela polnilo z večjimi porami, da bi preverili domnevo.  
Ker nismo uspeli ločiti monomerne oblike proteina od oligomernih, tudi z metodo SEC-
MALS nismo uspeli določiti molekulske mase proteina. V nadaljevanju smo 
optimizirali protokol za izvedbo metode Golden Gate. 
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5.2 Optimizacija protokola Golden Gate 
 
Obstaja več različnih načinov modularnega sestavljanja z metodo Golden Gate. Cilj, ki 
smo ga imeli pred seboj, je bil pripraviti načrtovano, iz modulov sestavljeno zaporedje v 
čim krajšem času, oz. v manj kot treh dneh. Začeli smo z optimizacijo metode za 
sestavljanje 9 modulov, v nadaljevanju pa smo se osredotočili na pripravo zaporedij iz 
6, 12 oz. 18 modulov. 
V laboratoriju so ţe uporabljali osnovni protokol LAB [10], ki je bil izhodišče za 
optimizacijo. Naredili smo primerjavo protokola LAB s protokolom NEB, ki ga 
priporoča proizvajalec encimov New England Biolabs, in zagotavlja visoko uspešnost 
sestavljanja do 24 modulov v eni reakciji [42]. Primerjava rezultatov sestavljanja po 
omenjenih protokolih ni pokazala večjih razlik, smo pa z obema protokoloma uspešno 
sestavili po največ 6 modulov v eni reakciji. Vendar je protokol LAB, ki se je uporabljal 
v laboratoriju, zahteval manjšo količino encimov BsaI in DNA-ligaze T4 kot protokol 
NEB [42], zaradi česar smo slednjega opustili in nadaljevali z optimizacijo protokola 
LAB. 
Ker se je protokol LAB izkazal za uspešnega pri sestavljanju do 6 modulov, smo si 
zamislili, da bi za večje število modulov opravili sestavljanje v dveh stopnjah. Tako bi 
npr. 18 modulov sestavili tako, da bi imeli tri reakcijske mešanice, v katerih se v prvi 
stopnji ločeno sestavljajo moduli 1-6, 7-12 in 13-18, v drugi stopnji pa bi zdruţili 
nastale vmesne produkte in jih med seboj ligirali. Pomembna koraka, ki ju je bilo 
potrebno optimizirati, sta bila izolacije vmesnih produktov iz gela ter način zdruţevanja 
reakcijskih mešanic. 
Pri dvostopenjski reakciji gre za izolacijo krajših sestavljenih segmentov iz agaroznega 
gela ter njihovo nadaljnje sestavljanje, kot je prikazano v poglavju 4.2.1. Postopek 
zajema sestavljanje osnovnih segmentov z metodo Golden Gate, nanos reakcijske 
mešanice na agarozni gel, elektroforezo, izolacijo ustreznih lis iz gela ter drugo 
reakcijo, v kateri DNA iz izoliranih lis ligiramo ter vstavimo v končni vektor. Ta način 
ni bil tako učinkovit, kot smo predvidevali. Po nanosu reakcijske mešanice na agarozni 
gel smo po prvi reakciji opazili veliko število lis. Teoretično bi morali biti le dve lisi, ki 
bi ustrezali sestavljenemu segmentu in vektorjem, iz katerih smo segmente izrezali. 
Večje število lis je oteţilo delo, saj smo lahko glede na velikost lis samo sklepali, katero 
zaporedje bi bilo ustrezno sestavljeno, nismo pa mogli potrditi, ali so se moduli med 
seboj povezali v pravilnem vrstnem redu. Glede na rezultate določanja zaporedja lahko 
sklepamo, da je prišlo tudi do povezovanja modulov v napačnem vrstnem redu, kar 
nakazuje, da metoda ni tako specifična in prihaja, najverjetneje, do nespecifičnih cepitev 
z BsaI. Zaradi tega bi bilo potrebno analizirati, katera lisa na gelu predstavlja pravilno 
sestavljeno zaporedje, ki bi ga nato lahko izolirali ter uporabili v naslednji stopnji 
sestavljanja. To nekoliko oteţi uporabo, saj bi za vsak projekt posebej morali najprej 
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preveriti nukleotidno zaporedje DNA iz lise, za katero bi predpostavili, da predstavlja 
pravilno sestavljeno zaporedje. To bi podaljšalo čas priprave končnega konstrukta. Tudi 
izkoristek izolacije segmentov iz gela je bil precej slab. Razlog je lahko tako v izgubi 
DNA med postopkom izolacije iz agaroznega gela kot tudi v nizki uspešnosti 
sestavljanja, pri katerem dobimo veliko napačno sestavljenih segmentov. Napačno 
sestavljeni segmenti v reakcijski mešanici zmanjšajo količino oz. število pravilno 
sestavljenih segmentov, pri čemer porabijo samostojne izrezane module.  
Drugi način dvostopenjskega sestavljanja, pri katerem ločene reakcijske mešanice po 
prvi stopnji sestavljanja Golden Gate med seboj zdruţimo, dodamo ligazo, ATP in 
končni plazmid, se je pokazal kot uspešnejši. Na ta način nam je uspelo sestaviti 
zaporedja tako iz 12 kot tudi iz 18 modulov.  
Plazmid pET-41a(+)/ccdB, v katerega smo vstavili načrtovano zaporedje, vsebuje zapis 
za toksin CcdB. Uspešnost celotnega postopka smo še povečali tako, da smo v drugi 
stopnji uporabili plazmid, iz katerega smo predhodno odstranili zapis za CcdB. Na 
koncu nam je uspelo optimizirati protokol do te mere, da smo v primeru kombinacij 3×6 
modulov ter 2×9 modulov dobili po 3 kolonije od 22 kolonij s pravilnim nukleotidnim 
zaporedjem vključka v vektorju. V primeru sestavljanja 12 modulov v kombinaciji 2×6 
modulov je imelo pravilno nukleotidno zaporedje vključka v vektorju 22 od 25 kolonij.  
Določitev pravilnega nukleotidnega zaporedja nam je vzela veliko več časa, kot 
kloniranje ter sestavljanje modulov v pravilnem vrstnem redu. V primeru časovne 
optimizacije priprave konstrukta bi bilo pri načrtovanju primerno upoštevati, kako bi 
olajšali tudi določanje pravilnosti nukleotidnega zaporedja, saj lahko tudi tu prihranimo 
veliko časa. Teţavo bi lahko odpravili na več načinov. En način bi bil z načrtovanjem 
linkerjev z drugačnim zaporedjem aminokislinskih ostankov oz. linkerjev, ki se med 
seboj bolj razlikujejo v nukleotidnem zaporedju. Drug način bi bila delna sprememba 
zaporedja posameznega para modulov, ki tvorita dvojno vijačnico. Nukleotidno 
zaporedje bi v vsakem paru spremenili tako, da bi še vseeno kodiralo enake 
aminokislinske ostanke, bi se pa na krajšem odseku modula razlikovalo v nekaterih 
nukleotidih. Na ta način ne bi bilo potrebno spremeniti celotnega zaporedja 
posameznega modula, temveč le nekaj nukleotidov na krajšem odseku, s čimer bi 
dosegli prileganje različnih začetnih oligonukleotidov na posamezen modul iz para.  
Glede na to, da sestavljanje poteka na mestu linkerjev ter da imajo linkerji dokaj 
podobno zaporedje, smo ugibali, da bi lahko prišlo do tekmovanja modulov za vezavo 
na enako mesto. Primer bi bil, da se npr. tudi modul 8 v določeni meri lahko ligira na 
modul 2, ali pa da preprečuje vezavo modula 3 nanjo in s tem negativno vpliva na 
proces pravilnega sestavljanja. Vendar glede na podatke raziskave [33],v kateri so 
preverjali specifičnost ligacije 4 nukleotide dolgih previsnih koncev, do tega v našem 
primeru ne bi smelo priti. Restrikcijska mesta, ki smo jih uporabili, ter previsni konci, ki 
ob tem nastanejo, se v našem primeru ligirajo z veliko specifičnostjo. 
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6 Zaključek 
 
V sklopu magistrskega dela smo pripravili zapis za protein TRI-CClongGFP ter 
optimizirali metodo sestavljanja Golden Gate. 
Načrtovali smo nukleotidna zaporedja za 9 modulov, ki sestavljajo protein TRI-
CClongGFP. Module smo z metodo Golden Gate sestavili v ţeleni konstrukt v eni sami 
reakciji. Po potrditvi pravilnega zaporedja modulov in nukleotidnega zaporedja smo 
protein TRI-CClongGFP izrazili ter ga izolirali. Kljub več stopnjam izolacije nismo 
dosegli zadostne čistosti proteina, da bi mu lahko določili molekulsko maso in ga 
okarakterizirali. 
Hkrati s pripravo zapisa za protein TRI-CClongGFP smo tudi optimizirali metodo 
sestavljanja Golden Gate. Začeli smo s primerjavo uspešnosti dveh protokolov pri 
sestavljanju konstruktov, sestavljenih iz 6, 12 oz. 18 modulov. Prvi protokol se je redno 
uporabljal v laboratoriju, drugi pa je bil protokol proizvajalca New England Biolabs. 
Med rezultati dobljenimi z obema protokoloma ni bilo opaznih večjih razlik, zato smo 
se lotili optimizacije prvega protokola, ki zahteva manjšo količino reagentov. 
Preizkusili smo več načinov sestavljanja. Najuspešnejši je bil način s predhodnim 
sestavljanjem krajših segmentov, ki se kasneje zdruţijo in ligirajo v tarčni vektor. Z 
uporabo tega pristopa nam je uspelo sestaviti tako 12 kot tudi 18 modulov. Izboljšanje 
metode je opazno, saj nam je pred optimizacijo uspelo sestaviti le zaporedja iz največ 6 
modulov. S tem smo povečali uspešnost sestavljanja in skrajšali čas priprave daljših 
zaporedij. 
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